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Cette thèse en Ecologie, Biodiversité et Evolution de l’Ecole doctorale des Sciences 
Ecologiques, Vétérinaires, Agronomiques et Bioingénieries (SEVAB) de l’Université de 
Toulouse Paul Sabatier a été financée par une bourse de recherche ministérielle. Ces 
recherches ont également été financées par une bourse « Investissement d’Avenir » gérée par 
l’Agence Nationale de la Recherche (CEBA, ref. ANR-10-LABX-25-01) et par le projet 
Atrophy de la Fondation pour la Recherche sur la Biodiversité (FRB). La thèse s’est déroulée 
au sein du laboratoire Evolution et Diversité Biologique (UMR 5174 CNRS-UPS). Le 
manuscrit est composé de trois parties : (i) une introduction générale, (ii) quatre articles 
scientifiques et (iii) une discussion générale faisant le lien entre les différents résultats obtenus 
et proposant des pistes de recherches futures. 
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Préambule 
“There is only one way out of the dilemma: to start the search of the sister group” 
(Brundin 1966) 
La diversité biologique, ou plus simplement la biodiversité, désigne la diversité de la vie 
et considère la variété existante quelque soit l’échelle de l’organisation biologique considérée. 
Ainsi, la biodiversité englobe la diversité écologique, génétique ou encore en organismes. La 
Convention sur la Diversité Biologique définie la diversité biologique comme étant « la 
variabilité entre organismes vivants quelque soit la source considérée […] cela inclut la 
diversité au sein d’une espèce, entre espèces et des écosystèmes ». Cette définition met en 
avant la diversité en espèces, qui peut-être considérée au sein d’un échantillon d’eau de mer 
tout comme dans l’ensemble des tropiques.  La diversité en espèces, autrement dit la diversité 
spécifique, est celle que nous considérerons dans la suite de ce manuscrit. Mais qu’est-ce 
qu’une espèce ? En 1997, Mayden recense vingt-deux concepts permettant de définir une 
espèce à partir de différentes propriétés biologiques. Au sein de cette thèse, nous 
considèrerons le concept d’espèces phylogénétiques désignant les plus petites unités 
analysables par des méthodes cladistiques  et interprétables comme étant le résultat d’une 
histoire phylogénétique. Une espèce est ici définie comme la plus petite agrégation 
d’individus déterminée par une combinaison unique de caractères morphologiques fixes 
observables, pour les plantes, directement sur des herbiers  (Cracraft 1983 ; Nixon & Wheeler 
1990). 
Afin de comprendre l’origine de la diversité des biomes, les histoires évolutives des groupes 
taxinomiques composant ces biomes doivent être retracées. C’est l’objectif de la 
biogéographie que d’étudier la géographie des espèces et leur histoire. Plus récemment, la 
plupart des idées de la biogéographie ont été synthétisées dans la macroévolution, la 
discipline qui étudie les processus à l’origine de la mise en place de la biodiversité au cours 
des époques géologiques. En considérant un groupe taxonomique en particulier, les questions 
posées sont : Où et quand est-il apparu ? Quand, comment et à quelle fréquence les espèces se 
sont-elles dispersées? Quels ont été les taux de spéciation et d’extinction? Ce n’est qu’en 
étudiant soigneusement les histoires évolutives de différents lignages qu’une vue d’ensemble 
sur l’origine de la distribution actuelle de la biodiversité apparaîtra.  
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Il est cependant très difficile de répondre à ces questions car elles reposent sur la 
reconstruction d’événements historiques dont nous n’avons qu’une trace partielle aujourd’hui. 
Rapidement, deux éléments apparaissent indispensables pour reconstruire l’histoire macro-
évolutive d’un groupe : une hypothèse phylogénétique et un registre fossile (Brundin 1966 ; 
Nelson 1969). Il est maintenant temps de lever le mystère sur la citation introduisant ce 
préambule. Brundin a écrit ces mots alors qu’il tentait de comprendre la nature des relations 
trans-antarctiques, et en particulier comprendre comment les espèces avaient pu migrer d’un 
continent à l’autre dans l’hémisphère sud, par vicariance ou dispersion à longue distance. 
Depuis une vingtaine d’années, l’arrivée de la phylogénie moléculaire puis les avancées en 
reconstruction et datation des hypothèses phylogénétiques ainsi que le développement de 
méthodes  permettant d’inférer les scénarios biogéographiques ou les patrons de 
diversification à partir de ces mêmes hypothèses ont revitalisé cette discipline (e.g. 
Cunningham & Collins 1994 ; Nee et al. 1992; Ricklefs 2007). Cependant, toutes les 
inférences macro-évolutives n’ont de sens que si l’hypothèse phylogénétique servant de point 
de départ est correcte. Or, résoudre les relations de parenté au sein de certains clades n’est pas 
toujours évident ; la phylogénomique peut être une solution face à ces clades réticents (Qiu et 
al. 2006; Dunn et al. 2008). C’est ce que nous avons voulu tester au cours de ce projet de 
thèse sur la base de deux familles de plantes à fleurs tropicales. 
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1. Approche phylogénétique de la
biodiversité 
Dans cette partie, nous parlerons de systématique, de la simple classification à la 
phylogénomique. La majeure partie des concepts abordés dans cette partie s’appliquent à 
l’ensemble des êtres vivants1. Cependant, ma thèse ayant portée sur des familles de plantes,
un accent sera mis sur les celles-ci. 
1.1. Classification des êtres vivants: une longue histoire 
Un arbre phylogénétique permet de retracer de manière synthétique et simplifiée les 
principales étapes de l’évolution des organismes depuis un ancêtre commun et ainsi de 
classifier les relations de parentés entre les êtres vivants. Nommer et classer les organismes 
est une pratique très ancienne dont le but premier était la reconnaissance et l’apprentissage. 
Connaître les plantes, médicinales principalement, demandait, de part leur morphologie et leur 
nombre, un apprentissage réservé à quelques privilégiés. Très tôt, la nécessité d’inventorier et 
de classer les plantes s’est fait ressentir. Andrea Cesalpino (1519-1603), proposa le premier 
une classification des plantes basée sur des critères de taille, et de forme des fruits ou des 
fleurs. Ainsi, il rejetait les systèmes de classification basés sur des critères artificiels (comme 
le goût, les utilisations médicinales) et tentait de trouver un système naturel. Nous devons à 
Joseph Pitton de Tournefort (1656-1708), botaniste de Montpellier, d’avoir introduit la notion 
de niveaux hiérarchiques en réunissant les espèces en genres. Ces niveaux ont ensuite été 
codifiés par Carl von Linné (1707-1778) en règne, embranchement, classe, ordre, famille, 
genre, espèce. Alors que Linné ne se fondait que sur les caractères sexuels des plantes, 
Bernard de Jussieu (1699-1777) défendit une classification naturelle prenant en compte 
1 Nous considèrerons par êtres vivants les entités organisées réalisant les fonctions de relation, nutrition et 
reproduction. Les virus ne sont donc pas inclus dans cette définition. 
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l’ensemble des caractères morphologiques des plantes. Il s’intéressa aux « meilleurs critères » 
pour classer : « Les caractères, dans leur addition, ne doivent pas être comptés comme des 
unités, mais chacun suivant sa valeur relative, de sorte qu’un seul caractère constant soit 
équivalent ou même supérieur à plusieurs inconstants, unis ensemble ».  Il vaut mieux définir 
un taxon par peu de caractères qui sont constants et partagés par l’ensemble des espèces plutôt 
qu’avec un ensemble de caractères labiles.  
Ces notions de classification systématique n’impliquent naturellement pas de vision 
d’évolution. Charles Darwin développa l’idée selon laquelle toutes les espèces ont évolué au 
cours du temps à partir d’un ou plusieurs ancêtres communs grâce au processus de sélection 
naturelle et que la diversité du vivant est obtenue grâce à l’accumulation graduelle de 
différences dans les sous-populations d’une espèce. Ainsi la structuration hiérarchique de 
Linné et Jussieu trouvait une interprétation naturelle en termes de processus. Cette notion 
d’évolution permet en effet de retracer une parenté entre tous les êtres vivants. La 
systématique phylogénétique, ou cladistique, a été fondée par Will Hennig en 1950. Elle se 
propose de retrouver les liens de parenté entre espèces en les rassemblant en groupes 
monophylétiques2. Pour se faire, la cladistique utilise les synapomorphies, c'est-à-dire le 
partage par deux ou plusieurs taxons de caractères dérivés (qui s’opposent aux caractères 
ancestraux, qui n’ont pas subi de modification au cours de l’évolution).  
Les phylogénies sont généralement représentées sous forme d’arbres, non réticulés, 
étant donné que l’évolution verticale3 est le mécanisme principal d’héritage du matériel 
génétique.  
1.2. Le séquençage d’ADN  
Jusque dans la deuxième moitié du 20ème siècle, la systématique phylogénétique a été 
restreinte à l’étude presque exclusive des caractères morpho-anatomiques. Puis, la découverte 
de la structure de l’ADN4 (acide désoxyribonucléique) par Watson et Crick en 1953, et 
                                                          
2 Un groupe monophylétique est un groupe comportant un ancêtre commun et tous ses descendants 
3 Le transfert vertical du matériel génétique se produit lorsque l’organisme reçoit du matériel génétique de son 
ancêtre. Le transfert horizontal de gènes est un processus au cours duquel un organisme intègre du matériel 
génétique provenant d’un autre organisme sans en être le descendant.  
4 La structure standard de l’ADN est une double hélice droite, composée de deux brins complémentaires. Chaque 
brin d’ADN est constitué d’un enchaînement de nucléotides, eux-mêmes composés de bases azotées, d’oses 
(désoxyribose) et de groupes phosphates. On trouve quatre nucléotides différents dans l’ADN, notés A, G, C et 
T, du nom des bases correspondantes. 
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surtout les capacités de séquençage et d’analyse de macromolécules qui ont suivi, ont 
considérablement changé la donne. Au lieu d’établir des liens de parenté à partir de critères 
morphologiques parfois subjectifs, il est désormais possible de s’appuyer sur des séquences 
d’ADN ou de protéines. Comparé aux données morphologiques, cela permet de gagner en 
objectivité et d’augmenter la quantité d’informations car d’une part des milliers de 
nucléotides sont comparés et, d’autre part, certaines mutations de la séquence d’ADN sont 
invisibles au niveau morphologique.  
Les génomes eucaryotes 
Le génome est l’ensemble du matériel génétique d’un individu codé dans son ADN. 
Chez les eucaryotes, on distingue le génome nucléaire, contenu dans le noyau qui caractérise 
les eucaryotes, et les génomes non-nucléaires, contenus dans d’autres organites5.
 Le génome nucléaire est sans conteste le génome le plus complexe tant par sa 
diversité génique que par sa taille (Gaston & Spicer 2004). De manière générale, la vitesse 
d’évolution de l’ADN nucléaire végétal est plus rapide avec un taux de substitution 
nucléotidique pour les gènes deux à trois fois plus élevé que pour les gènes chloroplastiques 
et six fois plus élevé que pour les gènes mitochondriaux  (Wolfe et al. 1987). L’ADN 
nucléaire est recombinant et suit une transmission mendélienne.  
L’opéron nucléaire ribosomique est un segment répété constitué de trois gènes codant 
pour les ARN ribosomiques (26S, 18S et 5.8S chez les plantes) et des ITS (« internal 
transcribed spacer »), qui sont des séquences non fonctionnelles séparant ces gènes (Figure 1). 
Ces ARN ribosomiques, associés à des protéines, représentent le constituant principal des 
ribosomes.  
5 Un organite est une structure spécialisée ayant une fonction spécifique au sein de la cellule. Les organites sont 
contenus dans le cytoplasme et délimités du reste de la cellule par une membrane phospholipidique. 
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Figure 1 : Représentation schématique des gènes ribosomiques eucaryotes (Mukha et al. 2011) 
Parmi les génomes non nucléaires, nous trouvons le génome mitochondrial, contenu 
dans les mitochondries qui produisent l’énergie cellulaire, et le génome chloroplastique, 
contenu dans les chloroplastes, uniquement présents chez les eucaryotes photosynthétiques 
(algues6 et plantes).
Le génome mitochondrial se caractérise, chez les plantes, par de fréquents évènements 
de perte/gain/duplication/transfert de gènes et réarrangements (Galtier 2011) et par un faible 
taux de substitution nucléotidique (Wolfe et al. 1987; Henriquez et al. 2014). La transmission 
du matériel génétique mitochondrial ne suit pas les règles classiques de la transmission 
mendélienne puisque les mitochondries sont, hormis quelques exceptions (Wolff et al. 2013), 
transmises maternellement. 
Le génome chloroplastique s’organise en une molécule circulaire, qui varie très peu en 
termes de structure, de taille et de composition génique au sein des Angiospermes. Sa taille 
varie de 135 à 165 milliers de paires de bases (Kbp) et ce génome est caractérisé par la 
présence d’une répétition inversée (« inverted-repeat ») d’environ 25 Kbp le divisant en deux 
régions : la LSC (« Long Single Copy ») et la SSC (« Short Single Copy ») (Palmer 1985; 
Jansen et al. 2003). Le génome chloroplastique contient à la fois des gènes hautement 
conservés fondamentaux pour la vie des plantes, mais aussi des régions plus variables. La 
transmission du patrimoine génétique des chloroplastes suit une hérédité maternelle chez la 
plupart des Angiospermes (Schumann & Hancock 1989). 
Le choix des marqueurs génétiques 
Les marqueurs génétiques sont des séquences d’ADN longues de quelques centaines 
de paires de bases pouvant être issus des différents génomes. Au cours des 25 dernières 
années, l’avènement de la PCR (l’amplification en chaîne par polymérase, en anglais 
« Polymerase Chain Reaction ») et du séquençage de ces marqueurs par la méthode de Sanger 
6 Les cyanobactéries, qui sont des procaryotes phyotosynthétiques, sont également classées parmi les algues. 
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ont permis de distinguer des taxons sur la base de séquences d’ADN. Le principe de la 
méthode de Sanger est d’initier la polymérisation de l’ADN à l’aide d’amorces, de courtes 
séquences d'ADN monocaténaire capables de s’hybrider en amont et en aval de la séquence 
d’ADN d’intérêt. Ces amorces doivent être spécifiques de la zone d’intérêt, stables et 
compatibles entre elles. Pour les études à large échelle taxonomique, l’une des difficultés 
principales réside dans la détection de séquences encadrant le marqueur génétique d’intérêt 
suffisamment conservées entre les différents taxons pour que les amorces puissent s’y 
hybrider. Des amorces dites universelles pour les plantes, permettant d’amplifier des 
séquences généralement non codantes et situées entre deux séquences codantes, plus 
conservées, ont été proposées (Taberlet et al. 1991; Demesure et al. 1995; Strand et al. 1997). 
Cependant, le pourcentage de taxons amplifiés avec succès avec ce type d’amorces est 
rarement de 100%. En conséquent, soit l’amplification de ces échantillons réticents demande 
un travail d’optimisation souvent couteux en temps et en argent, soit ces échantillons ne sont 
pas utilisés ce qui diminue la taille d’un échantillonnage parfois insuffisant dès le départ.  
Une autre des difficultés liée à ce type de méthodologie est de correctement choisir les 
marqueurs, de façon à ce qu’ils soient porteurs d’un signal phylogénétique à l’échelle 
considérée. Par exemple, si un marqueur n’est pas assez variable entre espèces proches, il sera 
impossible de déterminer leurs liens phylogénétiques. Pour les études phylogénétiques à large 
échelle taxonomique, entre deux et cinq marqueurs sont le plus souvent étudiés, soit moins de 
10 000 pb. Il faut compter environ 10€ par marqueur séquencé pour un individu. 
Le séquençage de nouvelle génération 
Le séquençage de nouvelle-génération (NGS pour « Next-generation sequencing »), 
aussi connu sous le nom de séquençage à haut débit est un terme générique désignant tout un 
ensemble de technologies de séquençage modernes permettant de générer des données 
génomiques. Ces données génomiques pouvant couvrir plusieurs centaines de milliers de 
paires de bases, leur séquençage nécessite de coupler les approches de biologie moléculaire 
avec celles de l’informatique.  
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Avec la commercialisation de la première machine de séquençage de nouvelle 
génération en 2005 par 454 Life Sciences7, les chercheurs ont vu le prix de revient du
séquençage par nucléotide diminuer subitement et de plus en plus (Figure 2). 
Figure 2 : Le coût du séquençage a été considérablement réduit ces dix dernières années (source : 
https://interstices.info/jcms/int_63223/les-sequenceurs-a-haut-debit) 
 En 2006, des séquences nucléaires représentant un million de paires de bases ont pu 
être assemblées pour un homme de Néandertal à partir d’un fossile âgé de 38000 ans  (Green 
et al. 2006). Puis, ces cinq dernières années, les publications concernant l’assemblage de 
nouveaux génomes complets, nucléaires et non nucléaires, et provenant d’organismes variés, 
vivants ou éteints, se sont multipliées. Le fait de pouvoir générer des séquences de milliers, 
voir de millions, de paires de bases a permis d’accéder à des informations précieuses jusque là 
inaccessibles en génomique fonctionnelle, en médecine, en biologie évolutive et dans bien 
d’autres disciplines.  
Différentes méthodologies de séquençage à haut-débit se sont succédées mais 
désormais, de façon schématique, deux stratégies de séquençage sont actuellement utilisées : 
- La stratégie du séquençage aléatoire global (« whole genome shotgun ») 
- La stratégie « clone par clone » ou du « shotgun hiérarchique », qui suppose la 
construction préalable d’une carte physique permettant de disposer de points de 
repères ordonnés le long des chromosomes (cette stratégie ne sera pas plus développée 
au sein de cette introduction) 
7
 http://www.454.com/ 
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 Le principe de base du séquençage aléatoire consiste à fragmenter l’ADN génomique 
en petits morceaux (par sonication8 ou en utilisant des enzymes de restriction) puis à fixer des
séquences adaptatrices aux extrémités de ces fragments. L’ensemble de ces fragments 
associés aux séquences adaptatrices forme une librairie qui sera fixée sur un support solide. 
Chaque fragment est ensuite amplifié pour former des groupes (« clusters ») clonaux, puis les 
extrémités d’un grand nombre de ces fragments seront séquencées en parallèle (Figure 3). A 
chaque cycle, l’ajout d’un nucléotide se traduit par un signal fluorescent associé à chacun des 
quatre nucléotides. Dans le cas du séquençage de cibles spécifiques, la préparation des 
librairies requiert une étape additionnelle visant à capturer les régions d’intérêt.  
Figure 3: A: Les fragments d’ADN simple brin sont fixés aléatoirement au support après fixation des 
adaptateurs, B: Des millions de groupes de fragments d’ADN double brins sont générés par amplification 
(figures réalisées par Illumina9)  
Les séquenceurs lisent des séquences aléatoires, appelées reads, dont la longueur varie 
en fonction des technologies. Les génomes s’obtiennent ensuite par assemblage des séquences 
aléatoires (Figure 4).  
8 La sonication est l’utilisation d’ultra-sons pour rompre les membranes cellulaires ou les agrégats moléculaires 
9 http://www.illumina.com/documents/products/techspotlights/techspotlight_sequencing.pdf 
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Figure 4 : L’assemblage des trois séquences aléatoires, par la mise en correspondance de leurs points communs, 
permet d’obtenir une séquence plus longue. C’est le point de départ de l’obtention de la séquence d’un génome 
complet. 
Les difficultés d’une telle technique sont à deux niveaux : (1) avoir assez de fragments 
pour couvrir l’ensemble du génome d’intérêt, et (2) réussir l’assemblage. Afin d’obtenir 
suffisamment de séquences chevauchantes et afin de réduire les erreurs de séquençage, il faut 
atteindre un certain niveau de redondance, c'est-à-dire produire une quantité de séquences 
aléatoires représentant plusieurs fois la longueur du génome d’intérêt. Aujourd’hui, la plupart 
des données de séquençage de nouvelle génération utilisées en phylogénie proviennent de la 
technologie Illumina qui permet de multiplexer plusieurs espèces et de séquencer leur ADN 
total. Au sein de cet ADN total, la quantité d’ADN provenant des différents organites est 
variable, ce qui a pour conséquence des profondeurs de séquençage10 variables en fonction du
génome considéré. En moyenne, chez les plantes, pour une profondeur de séquençage d’1X 
pour le génome nucléaire, une profondeur moyenne de 100X, 1000X, 2000X sera obtenue 
respectivement pour les génomes mitochondrial, chloroplastique et ribosomique (Straub et al. 
2012).  A l’heure actuelle, obtenir de telles profondeurs de séquençage pour un individu 
revient à 100€ et nous verrons dans le Chapitre 2 de cette thèse que cela est suffisant pour 
assembler le génome chloroplastique complet, l’opéron ribosomique mais également de larges 
portions du génome mitochondrial. 
Pour un coût de revient par nucléotide séquencé largement inférieur à la technique du 
Sanger, il est donc désormais possible de séquencer en une seule fois des centaines de milliers 
de nucléotides provenant des différents génomes et cela pour plusieurs espèces. De plus, 
chaque nucléotide étant lu de plusieurs dizaines ou plusieurs milliers de fois, le risque 
d’erreur dans leur détermination est inférieur à la technique du Sanger. Le séquençage 
aléatoire global  permet donc un gain en quantité et en qualité. 
10 Une profondeur de séquençage de 10X signifie que chaque base de la séquence d’intérêt a été lue 10 fois en 
moyenne, certaines bases l’ont été davantage, d’autres moins, voir pas du tout 
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1.3. Les inférences phylogénétiques 
Aligner les séquences 
Au sein d’une séquence d’ADN, chaque nucléotide évolue de façon indépendante. Le 
principe de base de reconstruction des relations phylogénétiques d’un groupe de taxons est de 
comparer les positions homologues11 entre les séquences de ces différents taxons. Cela ne
peut être fait qu’en alignant les séquences de façon à obtenir une matrice où chaque ligne 
représente un taxon et où chaque colonne représente les positions homologues entre les 
différentes séquences d’ADN. Ainsi, au sein d’une colonne, les différents nucléotides 
représentent les différents états de caractère d’un trait homologue. Si l’ADN évoluait 
uniquement par le biais de substitutions d’un nucléotide par un autre à différentes positions, il 
ne serait pas difficile d’obtenir un alignement correct. Cependant, l’évolution de l’ADN se 
caractérise aussi par la présence, entre autres, d’insertions et de délétions, de taille plus ou 
moins importante, qui complexifie l’alignement des séquences. Plus les séquences sont 
longues, et plus les taxons sont évolutivement donc génétiquement éloignés, plus l’alignement 
devient fastidieux. Plusieurs aligneurs automatiques ont été développés (Thompson et al. 
1994; Katoh et al. 2002) mais il reste difficile de se passer d’une inspection manuelle afin 
d’être sûr de comparer des positions homologues. L’alignement de séquences est une étape 
cruciale dans l’inférence de phylogénies moléculaires car comparer des positions non 
homologues aurait pour conséquence une inférence erronée des relations phylogénétiques. 
Reconstruire la topologie des arbres phylogénétiques 
Il existe de nombreuses méthodes permettant de construire une hypothèse 
phylogénétique à partir de données moléculaires (Felsenstein 2004). Le principe des méthodes 
de maximum de parcimonie est de rechercher l’arbre phylogénétique dont la topologie 
implique le plus faible nombre de changements évolutifs suffisant pour expliquer les 
différences observées entre les séquences. Ce type de méthodologie n’a pas été utilisé pour 
mes travaux de thèse. En effet, comme nous l’avons déjà souligné, l’ADN subit des mutations 
(substitutions, insertions, délétions), qui sont transmises de génération en génération, lui 
permettant d’évoluer au cours du temps. Ces mutations ne se produisent pas toutes à la même 
11
 Une homologie désigne un lien évolutif entre différents traits observés chez deux ou plusieurs 
espèces différentes, cela étant dû au fait que toutes l'ont hérité d'un ancêtre commun. Ces traits sont alors 
dits homologues. Ces traits peuvent concerner des caractères anatomiques tout comme des nucléotides au sein 
d’une séquence d’ADN.  
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fréquence, par exemple une transition12 est plus probable qu’une transversion13. Il est possible
de représenter ces changements à l’aide de modèles d’évolution de séquences d’ADN plus ou 
moins complexes (Felsenstein 2004). J’ai donc utilisé deux types de méthodes de 
reconstruction de phylogénies basées sur ce type de modèles et décrites maintenant : 
Les méthodes de maximum de vraisemblance : leur principe est de rechercher 
l’arbre phylogénétique dont la topologie est la plus vraisemblable étant donné les séquences 
nucléotidiques et les modèles d’évolution des séquences nucléotidiques choisis. 
 Les méthodes d’inférence bayésienne : leur principe est de combiner la probabilité a 
priori P(T) d’un arbre T avec la vraisemblance P(X/T) des données X sachant cet arbre T afin 
de produire une distribution de probabilité postérieure P(T/X). La probabilité postérieure d’un 
arbre pouvant être interprétée comme la probabilité que cet arbre soit vrai sachant les 
données, les inférences sont réalisées à partir de la distribution de probabilité postérieure des 
différents arbres évalués au cours de l’analyse. Cette approche nécessite d’avoir une 
distribution a priori sur les hypothèses, ce qui n’est pas évident. C’est la raison pour laquelle 
cette méthode est associée à un model MCMC (Monte Carlo Markov Chain), l’idée étant 
qu’une chaîne de Markov, prenant la forme d’une marche guidée à travers l’espace 
multidimensionnel des paramètres, peut être utilisée pour estimer une distribution de 
probabilités en échantillonnant les valeurs de ces paramètres de façon périodique. 
Dater les hypothèses phylogénétiques 
Initialement, la comparaison de séquences protéiques a permis de constater que le taux 
de divergence entre séquences était corrélé au temps, dont les repères étaient fournis par la 
paléontologie. Cela contribua à la formulation de l’hypothèse d’horloge moléculaire par 
Zuckerkandl et Pauling (1965) stipulant que les séquences macromoléculaires d’une même 
classe fonctionnelle évoluent de manière constante au cours du temps et entre lignées 
distinctes. Par la suite, il a été montré que cette vitesse d’évolution n’était pas réellement 
constante et d’autres modèles ont été développés permettant au taux d’évolution de varier 
entre les différentes branches d’un arbre phylogénétique (Drummond et al. 2006). Cependant, 
il n’est pas possible d’estimer des âges absolus à partir de données moléculaires uniquement, 
12
   Une transition est le remplacement d'une purine par une purine ou d'une pyrimidine par une pyrimidine. 
13
  Une transversion est le remplacement d'une purine par une pyrimidine ou d'une pyrimidine par une purine. 
Deux des bases azotées des acides nucléiques sont des purines : l'adénine et la guanine, et deux autres sont des 
pyrimidines : la cytosine et la thymine. 
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les calibrations basées sur le registre fossile ou sur la datation d’évènements biogéographiques 
sont pour cela indispensables. Ces calibrations permettent de conférer une information 
temporelle à certains nœuds internes de l’arbre phylogénétique mais nécessitent une 
connaissance a priori de certaines relations de parenté (Figure 5). 
Figure 5 : Arbre illustrant l’utilisation de taxons fossiles pour les calibrations. Le groupe contient tous les 
membres d’un clade, c’est-à-dire leur ancêtre commun le plus récent ainsi que tous ses descendants, encore 
existants et éteints. Le lignage racine est la branche qui joint le groupe couronne à l’ancêtre commun le plus 
récent du groupe couronne et de son groupe frère. Le fossile Taxon 1 partage des synapomorphies qui définissent 
le groupe couronne et peut être utilisé comme âge minimal du nœud A. Le fossile Taxon 2 possède toutes les 
synapomorphies définissant le groupe couronne mais aussi des apomorphies (caractères dérivés) supplémentaires 
permettant de l’assigner à l’un des lignages du groupe couronne. Ainsi, le fossile Taxon 2 peut être utilisé pour 
mettre une contrainte minimale sur l’âge du nœud B (figure extraite de Ho & Phillips (2009)). 
Obtenir une hypothèse phylogénétique robuste 
Une hypothèse phylogénétique robuste pour un clade désigne un arbre phylogénétique 
regroupant la majorité des espèces normalement incluses dans ce clade et pour lequel un 
soutien statistique significatif a été trouvé pour l’ensemble des nœuds de l’arbre.  
Le manque de soutien d’une hypothèse phylogénétique peut venir d’un mauvais choix 
de marqueurs moléculaires ou encore de jeux de données contradictoires. Cependant, deux 
facteurs contribuent significativement à la difficulté de reconstruire un arbre phylogénétique 
correct. Le premier concerne les évènements de spéciation très rapprochés dans le temps ; 
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dans ce cas, la quantité de signal phylogénétique est très faible, menant à des branches très 
courtes difficiles à résoudre au sein de l’arbre phylogénétique (Philippe et al. 1994).  Le 
second concerne les évènements de spéciation anciens ; dans le cas de branches très longues, 
de multiples substitutions peuvent se produire au niveau de la même position, créant ainsi de 
l’homoplasie14 et pouvant engendrer un « faux » signal phylogénétique (Jeffroy et al. 2006;
Whitfield & Lockhart 2007). Evidement, la combinaison de ces deux facteurs, à savoir les 
évènements de spéciation rapprochés et anciens, pose d’autant plus problème dans la 
résolution des relations de parenté. Le peu de changements évolutifs accumulés pendant le 
laps de temps très court séparant chaque évènement de spéciation sera souvent masqué par les 
changements qui ont eu lieu spécifiquement au sein de chaque lignage après l’évènement de 
divergence (Whitfield & Lockhart 2007). Dans le cas d’évènements de divergence simultanés 
de plusieurs lignages, il ne semble pas possible d’obtenir autre chose qu’une polytomie15 en
guise d’hypothèse phylogénétique. Par contre, si le temps entre les évènements de divergence 
est court mais détectable, une solution à ce manque de résolution est d’augmenter grandement 
la quantité de signal phylogénétique informatif, c’est-à-dire la quantité de données (Gee 2003; 
Delsuc et al. 2005; Whitfield & Lockhart 2007). 
La phylogénomique 
Le terme phylogénomique  fut utilisé pour la première fois par Eisen en 1998 pour 
désigner une nouvelle approche qui consiste à utiliser l’information évolutive afin de prédire 
les fonctions de gènes. La phylogénomique désigne désormais plusieurs domaines de 
recherche à l’interface entre la biologie moléculaire et l’évolution. Parmi les principaux 
objectifs de la phylogénomique, il y a le fait d’inférer des relations de parentés à l’aide de 
données génomiques (ce qui nous intéresse dans le cadre de cette thèse) ou encore d’utiliser 
l’information relative à l’histoire évolutive des espèces pour améliorer la compréhension des 
mécanismes d’évolution moléculaire.  
Dans l’espoir de clore un débat vieux de plus d’un siècle concernant la radiation des 
espèces aviaires, un ensemble de chercheurs se sont regroupés afin de séquencer et d’analyser 
au moins un génome par ordre (Jarvis et al. 2014). Le jeu de données final incluait 48 
14
 L’homoplasie est la similitude d’un état de caractère chez différentes espèces qui, contrairement à 
l’homologie, ne provient pas d’un ancêtre commun 
15
 Une polytomie désigne une phylogénie ou une partie d’une phylogénie pour laquelle les relations évolutives 
n’ont pas pu être résolues. Sur un arbre phylogénétique, une polytomie est représentée par un nœud à partir 
duquel ne partent pas deux, mais plusieurs branches.   
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génomes, représentant 32 des 35 ordres décrits et couvrait ainsi une large gamme de la 
diversité évolutive aviaire. La matrice nucléotidique, quant à elle, comprenait ~41,8 millions 
de paires de bases, représentant ~3,5% de la taille moyenne d’un génome d’oiseau. Les 
analyses phylogénétiques ont été un challenge informatique car elles auraient pris plus de 400 
ans de temps de calcul en utilisant un seul processeur. Elles ont finalement donné lieu à une  
hypothèse phylogénétique fortement soutenue qui permit d’identifier la première divergence 
des Neoaves regroupant l’ensemble des oiseaux modernes. 
Ainsi, la phylogénomique permet de résoudre des phylogénies qui n’ont pu l’être en 
utilisant les techniques classiques. Nous avons été amenés à utiliser l’approche 
phylogénomique au cours de ce projet de thèse dans l’espoir de lever le voile sur l’histoire 
évolutive de familles d’arbres tropicales. 
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2. Diversité tropicale : patrons de
distribution et principaux concepts 
Ma thèse s’est concentrée sur l’étude de familles de plantes tropicales et cela justifie 
que le biome tropical soit présenté de manière rapide. Dans cette partie, nous présenterons 
également les hypothèses principales visant à comprendre l’origine de la diversité tropicale et 
nous ferons un gros plan sur les Néotropiques16. A nouveau, un accent sera mis sur  les
plantes.  
2.1. Diversité des forêts tropicales 
Les régions tropicales sont en grande partie recouvertes de forêts tropicales qui 
recouvrent environ 10% des terres émergées et se concentrent principalement en Amazonie, 
dans le bassin du Congo et l’Asie du Sud-est. Les forêts tropicales sont dominées par les 
angiospermes (Burnham & Johnson 2004). Cependant, en fonction du climat, différents types 
de forêts tropicales peuvent être distingués, avec une gradation entre des écosystèmes secs à 
hyper-humides.  
Les forêts tropicales se distinguent particulièrement par leur richesse spécifique. Alors 
qu’elles ne couvrent que 2.3% de la surface de la planète, les trois régions tropicales 
(Néotropiques, Indotropiques, Afrotropiques17) contiendraient les deux tiers ou même plus de
l’ensemble des espèces terrestres existantes (Gaston & Spicer 2004). Fine et Ree (2006) ont 
comparé le nombre d’espèces d’arbres au sein de ces trois régions avec huit autres régions, 
deux boréales (Amérique du Nord et Eurasie) et six continentales tempérées (Europe, Est de 
l’Asie, Est de l’Amérique du Nord, Ouest de l’Amérique du Nord, Amérique du Sud et 
16
 Les Néotropiques comprennent l’Amérique centrale, les Antilles, l’Amérique du Sud et les îles Galapagos. 
17
 Nous appellerons Paléotropiques l’ensemble des Indotropiques et Afrotropiques 
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Australie). Parmi les 44 823 espèces recensées, 95 % sont trouvées au sein de l’ensemble des 
trois régions tropicales. Cette extraordinaire diversité va de pair avec une diversité en 
fonctions biochimiques de défense et de survie pour ces végétaux. Les forêts tropicales 
peuvent ainsi fournir une quantité inestimable de produits naturels contenant des composés 
utiles pour le développement de nouveaux médicaments (Balick et al. 1996).  
Afin d’estimer la biodiversité, il est également essentiel de s’intéresser à la richesse de 
l’histoire évolutive représentée par les différentes lignées. Cela a conduit à développer le 
concept de diversité phylogénétique, qui est le plus communément estimée en additionnant les 
longueurs de branche d’un arbre phylogénétique, de la racine aux extrémités (Faith 1992). La 
diversité phylogénétique peut servir à estimer la diversité fonctionnelle des lignages, ou 
encore leur potentiel évolutif, c’est-à-dire leur capacité à évoluer en réponse à des 
changements environnementaux (Winter et al. 2013). Cette information phylogénétique a été 
mise en corrélation avec la valeur économique et médicinale de plantes, et il en ressort que la 
protection des lignées évolutivement distinctes constituerait une meilleure stratégie pour la 
préservation des ressources « utiles » pour l’Homme (Forest et al. 2007).  
Ce souci de conservation des ressources et du potentiel d’adaptation des lignages vient 
du constat que les habitats tropicaux sont en proie à une dégradation sévère. Celle-ci est 
essentiellement liée à une intensification et une expansion de l’agriculture. Entre 2000 et 
2012, 50% du couvert forestier tropical a souffert du plus haut ratio perte sur gain comparé 
aux domaines subtropical, tempéré  et boréal (Figure 6). Les prédictions annoncent les plus 
hauts taux de perte de végétation naturelle au sein des forêts tropicales dans un futur proche 
(Newbold et al. 2014). Etant donné que la perte d’habitats et les extinctions qui en découlent 
sont d’actualité, étudier le passé peut nous éclairer sur la crise actuelle. 
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Figure 6 : Le couvert forestier est indiqué en vert, la perte de forêt en rouge, le gain de forêt en bleu  et le bilan 
des pertes et gains en violet (extrait de Hansen et al. (2013)) 
2.2. Causes de la plus forte diversité sous les tropiques : les 
principaux concepts 
Le taux de diversification net est le taux net d’apparition de nouvelles espèces, c’est à 
dire le taux d’espèces qui apparaissent (taux de spéciation) moins le taux d’espèces qui 
disparaissent (taux d’extinction). De nombreuses hypothèses ont été proposées concernant les 
causes de la forte diversité au sein des forêts tropicales. La littérature s’est essentiellement 
concentrée sur la compréhension du gradient de biodiversité latitudinal, c'est-à-dire le fait que 
le nombre d’espèces augmente des pôles vers les tropiques (Figure 7; Pianka 1966 ; 
Rosenzweig 1995 ; Gaston & Blackburn 2008).  
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Figure 7 : Nombre d’arbres pour 0.1 ha en fonction de la latitude (extrait de Gaston & Spicer 2004) 
Le rôle du temps a souvent été mis en avant pour expliquer la plus forte biodiversité 
tropicale. Les forêts tropicales couvraient la majeure partie des surfaces terrestres avant que 
les biomes extratropicaux commencent à s’étendre il y a environ 30-40 millions d’années 
(Ma) (Wiens & Donoghue 2004; Jaramillo & Cárdenas 2013). En admettant que les 
environnements tropicaux soient plus âgés, les espèces auraient simplement eu plus de temps 
pour s’accumuler. L’hypothèse dite du musée (« museum hypothesis ») soutient cette 
accumulation graduelle d’espèces alliée à de faibles taux d’extinction comparé aux régions 
voisines et associe donc la diversité tropicale à un long processus évolutif. En suivant ce 
raisonnement, Wallace (1878) a attribué la diversité tropicale à une histoire climatique stable 
permettant aux espèces de s’accumuler au cours du temps.  
Cependant, cette hypothèse évolutive a longtemps été opposée à l’hypothèse dite du 
berceau (« cradle hypothesis ») qui défend l’idée d’une mise en place plus rapide de ce 
déséquilibre de diversité dû à des taux de spéciation plus élevés sous les tropiques (Stebbins 
1974). Cette idée est soutenue par différentes théories visant à expliquer de forts taux de 
spéciation en région tropicale. Plusieurs d’entre elles lient ces taux avec l’apport en énergie, la 
plus citée stipulant que les taux de spéciation plus élevés sous les tropiques sont dus aux 
fortes températures qui stimulent le métabolisme et qui, à son tour, augmente les taux de 
mutation (Rohde 1992; Wright et al. 2006). Une autre théorie indique qu’en général le 
nombre d’espèces présentes dans une région augmente avec la taille de celle-ci, et qu’ainsi la 
zone tropicale doit sa diversité à son expansion géographique (Williamson 1988; Rosenzweig 
1995). L’une des explications de cette relation est le fait que les régions plus grandes 
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contiennent plus d’habitats, et donc plus d’opportunités pour différents types d’organismes de 
s’établir et de persister. Cette variété d’habitats, quant à elle, vient du fait que plus une région 
est grande, plus elle a de chances d’être diversifiée du point de vue de la topographie et des 
conditions environnementales (Gaston & Spicer 2004). De plus, pour les régions très 
étendues, il est également supposé que plus la superficie est importante, plus le potentiel 
d’expansion géographique des espèces est grand. Or, les espèces à large distribution ont une 
probabilité de spéciation plus grande (probablement liée au fait que plus de barrières aux flux 
de gènes sont susceptibles de diviser les populations) et une probabilité d’extinction plus 
faible (due à des tailles de population plus grandes). Cela mène à une accumulation plus 
importante d’espèces  (Gaston & Spicer 2004).  
Ces différentes hypothèses assument implicitement que le déséquilibre de diversité 
entre les régions tropicales et extratropicales est dû à des différences in situ liées à l’âge des 
clades ou aux taux de spéciation et d’extinction.  Les lignages apparaissent dans une région ou 
dans une autre et la possibilité d’une dispersion entre régions n’est pas envisagée. Il est vrai 
que même si les organismes occupent une grande gamme de conditions environnementales 
sur Terre, la plupart des espèces ne sont adaptées qu’à une certaine gamme de ces conditions 
selon leurs traits intrinsèques qu’elles transmettent à leurs descendants (Wiens & Donoghue 
2004; Wiens et al. 2010). Cependant, certains groupes taxonomiques sont distribués 
largement, et parfois même à la fois en régions tropicale et extratropicale. Cela suppose donc 
qu’ils sont apparus dans une région donnée et ont été capables de disperser, et potentiellement 
de s’adapter à des climats différents. Les évènements de dispersion entre régions du globe ont 
aussi certainement joué un rôle fondamental dans l’assemblage des réservoirs de biodiversité. 
Une hypothèse largement discutée dans la littérature est l’hypothèse « hors des tropiques » 
(« out of the tropics ») qui stipule que les lignages apparaissent préférentiellement sous les 
tropiques, où ils se diversifient, puis dispersent des tropiques vers les régions tempérées, sans 
perdre leur distribution tropicale initiale. Sous cette hypothèse, les changements de 
distribution spatiale au cours du temps sont importants mais les évènements de dispersion 
tendent à homogénéiser la distribution de la richesse spécifique (Jablonski et al. 2006). 
En résumé, trois facteurs peuvent contribuer à la forte richesse spécifique sous les 
tropiques: (1) l’origine tropicale de nombreux clades, (2) des taux de diversification nets 
supérieurs sous les tropiques, (3) et des taux de dispersion plus élevés des régions tempérées 
vers les tropiques (cette dernière hypothèse n’ayant cependant pas été envisagée). Plus 
généralement, le nombre d’espèces présentes au sein d’un clade et d’une région donnés est 
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expliqué par ces mêmes composantes principales: (1) le temps écoulé depuis que le clade a 
colonisé la région, (2) les taux de diversification et (3) les évènements de dispersion. Afin 
d’expliquer les patrons de distribution des espèces, l’idée est de comprendre comment les 
facteurs écologiques, évolutifs ou encore biogéographiques interagissent et influencent les 
patrons de diversification et de dispersion. 
2.3. Les Néotropiques : un laboratoire d’étude des patrons 
de distribution des espèces  
La région néotropicale se caractérise par une histoire géologique et climatique 
complexe. Après la fragmentation du Gondwana, l’Amérique du Sud a été physiquement 
isolée jusqu’à la formation de l’Isthme de Panama, entre 25 et 3.5 Ma, qui la connecta avec 
l’Amérique du Nord (Coates et al. 1992; Farris et al. 2011). Il a cependant été clairement 
démontré que les plantes, tout comme les animaux, étaient capables de migrer entre les deux 
continents bien avant la fermeture de l’Isthme (Cody et al. 2010). 
Les montagnes andines sont une des caractéristiques topographiques majeures de 
l’Amérique du Sud, s’étendant sur environ 7000km, avec un plateau Andin (l’Altiplano-Puna) 
qui s’élève jusqu’à 4000 m d’altitude sur une large portion des Andes centrales (Figure 8). 
Elles affectent le climat en formant l’unique barrière à la circulation atmosphérique dans 
l’hémisphère sud (Montgomery et al. 2001). 
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Figure 8 : Topographie actuelle de l’Amérique du Sud (figure extraite de Insel et al. 2009) 
L’histoire géologique et climatique des Néotropiques commence à être mieux connue. 
Avant la fin du Miocène18, l’Amazonie faisait partie d’une région plus étendue dite « pan-
amazonienne » abritant une faune semblable à celle qui est aujourd’hui restreinte à 
l’Amazonie (Figure 9A; Hoorn et al. 2010). Les indices paléobotaniques indiquent que la 
surrection des Andes centrales a débuté durant le Paléogène (65 to 34 Ma; Gregory-Wodzicki 
2000). Puis, l’orogénèse s’intensifia au début du Miocène (~23 Ma) et fut à son apogée à 
partir de 12 Ma, les massifs ainsi formés n’ayant pourtant atteint que la moitié de leur 
élévation actuelle il y a 10 Ma. Elle resta intense jusqu’à l’élévation du nord du massif au 
début du Pliocène (~4.5 Ma; Gregory-Wodzicki 2000; Hoorn et al. 2010; Bermudez et al. 
2011). En parallèle de la surrection andine, les précipitations ont probablement augmenté le 
long du flanc est des Andes où le climat est passé d’aride à humide alors que le flanc ouest du 
plateau andin devenait hyperaride (Insel et al. 2009). Une vaste zone humide se développa à 
l’ouest de l’Amazonie, connue sous le nom de « Pebas », et fragmenta la forêt tropicale 
humide préexistante (Figure 9B ; Wesselingh et al. 2002; Hoorn et al. 2010).  Faisant suite à 
l’optimum climatique du milieu du Miocène, autour de 10 Ma, les sédiments andins ont 
atteint la côte Atlantique par le système de drainage amazonien  et l’Amazone se mit 
définitivement en place autour de 7 Ma (Figure 9C). L’ouest amazonien passa d’un système 
lacustre à un système fluvial qui ressemble au Pantanal actuel, l’une des plus grandes zones 
humides de la planète située principalement dans l’état brésilien du Mato Grosso (Hoorn et al. 
2010).  
18 Une échelle des temps géologiques est disponible en annexe du manuscrit 
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Figure 9 : Cartes paléogéographiques de 65 à 2,5 Ma extraites de Hoorn et al. (2010). A : L’Amazonie autrefois 
étendue dans l’ensemble du nord de l’Amérique du Sud, B : Surrection des parties nord et centrale des Andes 
(~12 Ma) et formation d’une zone humide dans l’ouest amazonien, C : Disparition de la zone humide  et 
expansion des forêts humides. Les processus tectoniques et climatiques associés ont eu pour conséquence un 
phénomène d’érosion. 
Ces millions d’années de changements géologiques et climatiques sont à l’origine 
d’habitats variés. Il est possible de passer des prairies de haute-altitude du Páramo andin aux 
déserts mexicains, en passant par les vastes forêts tropicales humides de faible altitude de 
l’Amazonie. D’autres types d’habitats sont également trouvés comme la caatinga, une forêt 
sèche épineuse du nord-est du Brésil, le Cerrado, une région de savanes arborées 
principalement brésilienne ou encore les tepuys, de hauts plateaux aux contours abruptes 
isolés les uns des autres et trouvés dans le plateau des Guyanes, en particulier au Venezuela 
(Figure 10).  
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a. 
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Figure 10 : Principaux biomes d’Amérique du Sud  (forêt tropicale humide, forêt occasionnellement sèche, forêt 
de feuillus et conifères (mixte), savanne/prairie/steppe, forêt andine, désert) et la surface qu’ils occupent. 
Figure a : Distribution géographique des biomes principaux. 1 : Forêt tropicale humide, Rio Negro, Amazonie, 
Brésil ; 2 : savanne, Cerrado, Sao Paulo, Brésil ; 3 : forêt tropicale humide, Mata Atlantica, Rio de Janeiro, 
Brésil ; 4 : prairie de moyenne altitude, Campos de Cima da Serra avec une forêt d’Araucaria, Rio Grande do 
Sul, Brésil ; 5 : zone humide tropicale, Pantanal, Mato Grosso do Sul, Brésil ; 6 : prairie andine de haute altitude, 
Paramo, Las Cajas National Park, Equateur ; 7 : forêt tropicale sèche, Loja, Equateur ; 8 : campos rupestres, 
Serrania de Santiago, Bolivie ; 9 : tepuy, Venezuela. 
Figure b: Pourcentage de couverture terrestre de chaque biome en fonction de la latitude 
(figures extraites de Jaramillo & Cárdenas (2013) et photographies (sauf la 9) extraites de Hughes et al. (2013)) 
Or, comme cela a été évoqué précédemment, et comme l’a écrit Rosenzweig (1995), 
« plus grande est la diversité en habitats, plus grande est la diversité en espèces ». Cela se 
vérifie puisque les Néotropiques sont reconnus comme étant la région présentant les plus 
hauts niveaux de biodiversité terrestre (Brummitt & Lughadha 2003; Gaston & Spicer 2004). 
Selon l’étude  de Fine et Ree (2006), la flore néotropicale comprend plus d’espèces d’arbres 
que celles d’Afrique et d’Asie combinées. De plus, certains des habitats décrits abritent un 
nombre exceptionnel d’espèces endémiques. La forêt atlantique brésilienne, Mata Atlantica, 
est caractérisée par la présence de 20 000 espèces de plantes, dont 8 000 sont endémiques 
(Myers et al. 2000). Le Cerrado, quant à lui,  possède 2 250 espèces de plantes endémiques 
parmi les 9 000 présentes (Myers et al. 2000). En ajoutant à ces deux dernières régions le 
regroupement Choco/ région du Darien/Ouest de l’Equateur, l’ensemble des Andes tropicales, 
une partie de l’Amérique centrale, et les Caraïbes, nous avons les six régions présentant les 
plus forts taux d’endémisme concernant les plantes (Myers et al. 2000). Enfin, le Páramo 
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andin, entre forêts et neiges éternelles,  abrite la flore la plus riche en espèces que n’importe 
quel autre massif montagneux avec plus de 500 genres et 3500 espèces de plantes vasculaires 
indigènes (Sklenář et al. 2014). L’orogénèse tardive du nord des Andes implique qu’au moins 
une partie des clades andins s’est diversifiée très rapidement (Hughes & Eastwood 2006).  
L’histoire climatique des Néotropiques se termine par les fluctuations climatiques du 
Neogène. Leur effet principal a été une alternance de périodes climatiques relativement sèches 
(mais pas forcément arides) et d’autres plus humides avec pour conséquence des 
modifications de la distribution des forêts tropicales (Haffer & Prance 2001). Les cycles 
glaciaires du Quaternaire ont été tenus pour responsables de la diversification de nombreux 
clades néotropicaux riches en espèces. En effet, la théorie des refuges stipule que les 
modifications de distribution des forêts suivant ces modifications climatiques ont conduit à 
l’isolement de certaines populations dans des refuges écologiques où elles se sont 
potentiellement différenciées (Haffer 1969, Prance 1982). Cependant, cette théorie a depuis 
été longuement critiquée. D’une part, les forêts humides ont persisté de manière continue 
durant ces phases sèches comme prouvé par Colinvaux et al. (1996) grâce à des données 
polliniques provenant d’une région du nord du Brésil. D’autre part, Nelson et al. (1990) a mis 
en évidence au Brésil une superposition claire de quatre centres d’endémisme (correspondant 
aux hypothétiques vestiges de refuges) avec les quatre zones les plus intensément collectées. 
Il met ainsi en avant le fait que la théorie des refuges originale ignorait les biais 
d’échantillonnage vers les grandes villes en Amazonie, comme Manaus Tapajos, Iquitos. Par 
ailleurs, les reconstructions plus récentes suggèrent une histoire des couverts végétaux plus 
complexes que celle suggérée par la théorie des refuges. Après avoir listé les arguments pour 
et contre cette théorie, Bush (1994) explique que la spéciation du biote19 amazonien est le
résultat de modifications climatiques et de différentes formes de vicariance20 (comme la
formation d’une rivière) à la fois locales et régionales. 
Finalement, les Néotropiques offrent un système unique en termes d’opportunités pour 
comprendre les évènements de spéciation, et même de diversification explosive, liés à 
différents mécanismes et diverses opportunités écologiques.  
19 Le biote désigne l’ensemble des être vivants trouvés dans un biotope (région donnée). 
20 La vicariance est un phénomène écologique, biologique et géologique causant la séparation d’une population 
ancestrale en plusieurs populations suite à la formation d’une barrière, c'est-à-dire un facteur qui interrompt le 
flux génétique entre ces populations et les isole dans des aires géographiques plus réduites que celle d’origine. 
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De plus, d’après Smith et al. (2004), 284 familles d’Angiospermes peuvent être 
recensées au sein des forêts néotropicales, certaines étant abondantes mondialement 
(Fabaceae, Rubiaceae, Moraceae), d’autres ayant une distribution pantropicale 
(Malpighiaceae, Simaroubaceae, Burseraceae, Chrysobalanaceae, Annonaceae, Arecaceae, 
Sapotaceae), d’autres quasiment endémiques des Néotropiques (par exemple les Humiriaceae 
dont une seule espèce est trouvée en dehors de la zone néotropicale) et enfin certaines 
complètement endémiques (Cyclanthaceae, Marcgraviaceae). Globalement, les connexions 
pantropicales sont dominantes et les similarités phytogéographiques sont particulièrement 
fortes entre l’Amérique du Sud et l’Afrique, spécialement au niveau du genre. En effet, 30% 
des genres trouvés au Gabon sont également trouvés dans les Néotropiques, et de nombreux 
genres africains sont plus semblables à certains genres néotropicaux qu’à des genres africains 
(Gentry 1982). Cela souligne l’importance des dispersions transcontinentales, qui 
apparaissent d’un intérêt considérable dans la compréhension des causes de la distribution 
actuelle des espèces.  Les hypothèses liées à ces dispersions sont développées dans la partie 
suivante.
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3. Macroévolution des forêts
néotropicales 
“There are... more species of bird breeding, and also more wintering, in forests than 
in fields... more species of trees in eastern North America than in Europe, and more flies of 
the family Drosophilidae on Hawaii than anywhere else. There is an even more dramatic 
difference in the number of species in the tropics than in the temperate... Will the explanation 
of these facts degenerate into a tedious set of case histories, or is there some common pattern 
running through them all?” 
[MacArthur 1972] 
3.1. La phylogénie : un outil indispensable en 
macroévolution 
Les scientifiques ont traditionnellement compté sur le registre fossile pour étudier sur 
le long terme l’évolution des patrons de distribution et de diversification des lignages (Raup 
1972). Comme le précise Nelson (1969), il est vrai qu’ « avec un registre fossile incomplet il 
faut considérer que les déclarations concernant les distributions des espèces ancestrales sont 
nécessairement hypothétiques ». Jablonski et al. (2006) a étudié la mise en place du gradient 
de diversité latitudinal chez les bivalves marins grâce au registre fossile, à la fois dense et 
fiable, existant pour ce groupe. Il a déduit de ces fossiles de plus forts taux de spéciation et de 
plus faibles taux d’extinction sous les tropiques. Cela, accompagné d’une augmentation du 
taux d’endémisme et de l’âge des clades en allant vers les tropiques, lui a permis de 
développer l’hypothèse « hors des tropiques » évoquée dans la partie 2.2. Cependant, un 
problème certain de l’utilisation des fossiles est le manque d’un registre suffisamment dense 
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et/ou fiable, pour de nombreux groupes, incluant les insectes terrestres, les oiseaux ou encore 
les plantes (Morlon 2014). De plus, dès 1966, Brundin insiste sur le fait que la paléontologie 
n’est pas capable d’apporter des informations directes sur les relations phylogénétiques d’un 
groupe, et par la même sur une partie de son histoire. Une hypothèse phylogénétique robuste 
est un outil permettant d’évaluer les taux de diversification et de dispersion, mais aussi le sens 
de ces dispersions (Figure 11). La datation de cette hypothèse phylogénétique permet 
d’apporter un cadre temporel aux évènements de dispersion, de spéciation ou d’extinction  et 
ainsi de les comprendre à la lueur de l’histoire géologique et climatique. 
Figure 11 : Illustrations de certaines informations pouvant être déduites d’une hypothèse phylogénétique 
3.2. Macroévolution de familles de plantes néotropicales 
Une meilleure compréhension des mécanismes sous-jacents à l’existence de la 
diversité néotropicale dépend de l’accumulation d’informations relatives à la taxonomie, la 
phylogénie, la biogéographie et la diversification de multiples clades. Les histoires évolutives 
de plusieurs clades de plantes tropicales sont présentées dans cette partie, ce qui permettra de 
discuter des principales hypothèses biogéographiques concernant l’origine des forêts 
néotropicales. 
Origine géographique des familles : Vicariance ou dispersion à longue distance ? 
Avant l’arrivée de la systématique moléculaire, la plupart des lignages néotropicaux 
étaient supposés d’origine Gondwanienne (et donc âgés d’au moins 90 Ma) et la vicariance 
 
   
A 
B 
A: origine du clade dans l’aire A 
Dispersion dans l’aire B à partir du nœud D 
B: accumulation graduelle d’espèces 
« Hypothèse du musée » 
C: spéciation explosive 
D
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était considérée comme étant le mécanisme sous-jacent à la distribution de la diversité 
observée ( Figure 12; Gentry 1982).  
Figure 12 : Projection de Mollweide illustrant la position des continents au milieu du Jurassique, il y a 170 
millions d’années (extraite de www.kerbtier.de) 
Puis, les analyses de datation moléculaire ont progressivement permis de tester de 
façon plus robuste cette hypothèse et de montrer que la plupart des familles de plantes étaient 
finalement trop jeunes pour être apparues avant la fracture du Gondwana (Tableau 1). 
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Tableau 1 : Familles de plantes distribuées dans l’hémisphère sud pour lesquelles l’hypothèse de vicariance a été 
testée, extrait du tableau 1 de Beaulieu et al. (2013) dans lequel les références correspondantes pour chaque 
famille sont indiquées 
L’autre hypothèse visant à expliquer l’origine des clades néotropicaux, et 
classiquement opposée à celle de la vicariance, est celle des dispersions à longue distance. Les 
immigrants provenant d’autres continents semblent avoir joué un rôle important dans 
l’assemblage du biote amazonien (Pennington & Dick 2004 ; Hoorn et al. 2010). Pour les 
clades tropicaux, les distributions transocéaniques sont souvent expliquées par une migration 
à travers la Laurasie durant une courte fenêtre de temps correspondant à l’optimum climatique 
de la fin du Paléocène/ début de l’Eocène (Zachos et al. 2001). A cette époque, une connexion 
terrestre, appelée le pont de l’Atlantique Nord, existait entre l’Europe et l’Amérique du Nord 
et les conditions climatiques ont permis le développement d’une végétation subtropicale dite 
boréotropicale à ces latitudes (Figure 13; Tiffney 1985a, 1985b). Une autre route d’échange 
entre les Néotropiques et les Paléotropiques envisageable est celle de la Béringie qui 
connectait l’actuelle Sibérie avec l’Alaska (Sanmartin et al. 2001). Ces hypothèses de 
migration de familles tropicales via l’hémisphère nord sont appuyées par la présence de 
certains taxons fossiles datés de l’Eocène qui ont été trouvés à la fois en Amérique du Nord et 
en Europe ou Sibérie (Manns et al. 2012; Christenhusz & Chase 2013).  
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Figure 13 : Projection de Mollweide illustrant la position des continents et l’augmentation des températures qui a 
permis le développement d’une végétation subtropicale du Groenland à la Patagonie il y a 50 millions d’années 
(carte extraite de www.kerbtier.de) 
Les Rubiaceae regroupent plus de 13 000 espèces distribuées mondialement mais la 
majeure partie des espèces se trouvent en régions tropicale et subtropicale. Antonelli et al. 
(2009) ont retracé l’histoire biogéographique de la famille à partir d’une hypothèse 
phylogénétique datée incluant 62 espèces. La reconstruction des aires ancestrales met en 
évidence une origine en Laurasie des Rubiaceae. Cette origine, associée aux datations des 
nœuds séparant les clades paléotropicaux et néotropicaux et à la présence de fossiles en 
Europe, suggère un passage des Rubiaceae par le pont de l’Atlantique Nord pour atteindre le 
continent Américain. Puis, en 2012, Manns et al. ont proposé une hypothèse phylogénétique 
basée sur 222 taxons, calibrée à l’aide de quatre fossiles. Leur reconstruction des aires 
ancestrales suggère une origine en Asie et Amérique du Sud. Les temps de divergence 
obtenus sont plus élevés que ceux d’Antonelli et al. (2009), les Rubiaceae sont ainsi trouvées 
en Amérique du Sud depuis la fin du Crétacé et leur présence est donc antérieure à l’existence 
du pont de l’Atlantique Nord. Un passage par la Béringie est suggéré dû à la présence d’un 
fossile en Sibérie. Cet exemple met en évidence l’importance de la datation de l’hypothèse 
phylogénétique dans l’inférence d’un scénario biogéographique. La justesse de cette datation 
repose sur le meilleur échantillonnage possible des espèces actuelles et fossiles, et 
évidemment sur la robustesse de l’hypothèse phylogénétique. La phylogénie proposée par 
Manns et al. (2012) contient beaucoup plus d’espèces mais présente un support modéré en 
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particulier pour les relations entre les sous-familles ou pour les nœuds les plus basaux à 
l’intérieur d’une même sous-famille (voir les Cinchonoideae), il est donc difficile d’en tirer 
des conclusions robustes.  
Morley (2000, 2003) suggère également une possible migration de certains clades 
entre l’Asie du sud-est et l’Amérique du sud via l’Antarctique. Pour les organismes tropicaux 
intolérants au froid, cette voie est à nouveau envisageable uniquement durant l’optimum 
climatique de la fin du Paléocène/ début de l’Eocène (Figure 13).  
Les Sapotaceae, dont la distribution est pantropicale, sont une composante importante 
des forêts tropicales humides. Elles rassemblent environ 1250 espèces regroupées en 58 
genres et sont divisées en trois sous-familles : les Chrysophylloideae, les Sapotoideae et les 
Sarcospermatoideae. Bartish et al. (2011) ont retracé leur histoire évolutive en se basant sur 
un jeu de données incluant 66 espèces et quatre fossiles. Il a mis en évidence une divergence 
entre le clade australien et les lignages provenant d’autres continents datant du milieu du 
Paléocène, à une époque où l’Australie était encore connectée à l’Amérique du Sud via 
l’Antarctique à des latitudes élevées. L’hypothèse d’une migration via l’Antarctique est 
proposée pour ces lignages intolérants au froid car la datation de la divergence coïncide avec 
le début de l’augmentation globale des températures (Zachos et al. 2001).  
Enfin, les deux études phylogéographiques que nous venons de voir permettent 
également d’introduire l’idée d’une dispersion directement à travers les océans. Manns et al. 
(2012), dans leur étude des Rubiaceae, mettent en évidence des dispersions à longue distance 
à travers le Pacifique durant le Miocène. De même, Bartish et al. (2011) ont souligné au sein 
des Sapotaceae plusieurs évènements de divergence entre clades africains et sud-américains 
trop jeunes pour être issus de la fragmentation du Gondwana et trop âgés pour pouvoir être 
expliqués par une migration à travers les boréotropiques. Renner (2004) souligne la capacité 
de courants transatlantiques à transporter des graines du Delta du Congo au Brésil. Un courant 
de surface allant dans la direction opposée a également été mis en évidence mais, se situant 
plus au sud du Brésil, il parait moins à même d’expliquer les distributions transocéaniques des 
familles de plantes tropicales (Figure 14; Renner 2004). 
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Figure 14 : Les principaux courants de surface dans l’océan Atlantique (extrait de Renner (2004)) 
Un autre exemple pouvant être cité est celui des Burseraceae qui représentent une 
famille de taille moyenne, contenant environ 700 espèces, et dont la distribution est 
pantropicale. Elles sont essentiellement connues pour leur production de résines parfumées 
ayant une valeur économique et médicinale (Weeks et al. 2005). Weeks et al. (2005) ont 
construit une hypothèse phylogénétique, incluant 48 espèces et calibrée à l’aide de cinq 
fossiles, qui n’est malheureusement que peu supportée concernant les relations de parenté 
entre les principaux clades basaux. Cependant, les datations indiquent que la divergence entre 
les Burseraceae et leur groupe frère a eu lieu il y a environ 60 Ma, et leur aire d’origine est 
l’Amérique du Nord. Le pont de l’Atlantique Nord est invoqué pour expliquer la dispersion 
initiale d’un des clades principaux, les Burserinae, vers les Paléotropiques. Suite à cette 
migration ancestrale, le genre Commiphora s’est diversifié en Afrique avant de disperser à 
nouveau vers l’Amérique du Sud. Cela ayant eu lieu après la fermeture du corridor 
boréotropical, une dispersion à longue distance directement à travers l’océan Atlantique 
apparait être l’hypothèse la plus plausible. Cette hypothèse est également envisagée pour 
plusieurs autres disjonctions au sein de clades récents.  
Le bilan global que nous pouvons faire de ces études est tout d’abord que la vicariance 
a joué un rôle beaucoup moins important dans la distribution actuelle des forêts tropicales que 
ce qui a pu être pensé. Les origines des familles d’arbres trouvées au sein des forêts 
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néotropicales sont variées, tout comme les différentes voies de dispersion empruntées, et il est 
pour l’instant difficile de trouver un patron général.  
Diversification des familles  
Gentry (1982) a classé les plantes néotropicales en deux patrons phytogéographiques : 
les taxons centrés sur l’Amazonie, essentiellement composés d’arbres de canopée et de lianes, 
et ceux centrés sur les Andes, surtout représentés par des arbustes, herbacées et épiphytes. 
Gentry constata une forte diversité mais aussi un fort endémisme au niveau des forêts de 
nuages du nord des Andes. Il a interprété cette concentration en espèces comme étant le 
résultat d’une spéciation explosive due à l’orogénèse andine. D’après lui, près de la moitié de 
la flore néotropicale serait issue d’un tel phénomène. 
Les Annonaceae incluent presque 2500 espèces et présentent une distribution 
pantropicale. Sans faire partie des familles les plus diversifiées au sein des Néotropiques, elles 
représentent néanmoins une composante significative de la diversité en arbres avec plus de 
900 espèces recensées. La plupart des genres seraient classés comme étant centrés sur 
l’Amazonie par Gentry car la majorité des espèces les composant sont des arbres moyens à 
grands distribués à travers l’Amazonie. Néanmoins, certains genres sont composés de petits 
arbres de sous-bois dont la distribution est clairement centrée sur les Andes (Pirie et al. 2006).  
Couvreur et al. (2011) ont construit une hypothèse phylogénétique incluant 93 des 112 genres 
reconnus, calibrée à l’aide de deux fossiles, et ont estimé les taux de diversification de cette 
famille. L’un des principaux résultats est que les taux de diversification nets des Annonaceae 
ont été constants, sans variation majeure, et vont donc dans le sens de l’hypothèse du musée 
stipulant une accumulation graduelle d’espèces sous les tropiques, avec des taux d’extinction 
nuls (Figure 15). Cependant, ils soulignent l’importance de construire une phylogénie à une 
plus fine échelle taxonomique, à l’échelle des espèces et non des genres, pour effectivement 
comprendre l’histoire de la diversification de cette famille. Comme nous l’avons vu 
précédemment, la plupart des évènements géologiques et climatiques majeurs au sein des 
Néotropiques ont eu lieu au cours des 25 derniers millions d’années. 
45
Introduction Générale /3.Macroévolution des forêts néotropicales 
Figure 15 : Graphique d’accumulation de lignages d’Annonaceae au cours du temps (LTT plots) en échelle 
logarithmique. La colonne grise représente la frontière Crétacé-Paléogène et la ligne noire la limite de confiance 
à 95% (extrait de Couvreur et al. (2011)) 
Le genre Lupinus appartient à la famille des Fabaceae et comprend 275 espèces dont la 
distribution est amphi-atlantique. La majorité des espèces se trouve cependant dans les 
Néotropiques, avec deux centres de diversité principaux, l’un dans l’ouest de l’Amérique du 
Nord et l’autre dans les Andes. Hughes & Eastwood (2006) ont construit une hypothèse 
phylogénétique incluant 98 espèces à partir de laquelle ils ont pu estimer les taux de 
diversification du genre Lupinus. La diversification du clade andin a fait suite à une 
colonisation par l’Amérique du Nord et les estimations les plus conservatives indiquent un 
taux de diversification de 1.93-2.78 espèces par Ma. Il s’agit de l’un des évènements de 
diversification explosive les plus spectaculaires trouvés dans la littérature. Cette 
diversification a été rendu possible en partie grâce aux opportunités écologiques fournies par 
la surrection andine. Les auteurs soulignent tout de même un manque de résolution de 
l’hypothèse phylogénétique au sein du clade andin, malgré la diversité en termes de 
morphologie et d’adaptations environnementales visible chez ces espèces. Cela met en 
évidence la difficulté de résoudre de telles radiations en utilisant des données génétiques 
classiques.  
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Il est intéressant de préciser que certaines études se sont également concentrées sur les 
forêts paléotropicales afin d’évaluer si leur plus faible richesse spécifique comparée aux forêts 
néotropicales pouvait être due à de plus faibles taux de diversification. Ces études sont peu 
nombreuses mais il s’avéra, dans le cas des palmiers africains, que leur faible nombre 
d’espèces comparé aux autres régions tropicales  serait dû à des augmentations des taux de 
diversification dans ces régions, plutôt qu’à des diminutions de ces taux au sein des lignages 
africains (Baker et al. 2013). L’histoire géologique de l’Afrique, et la variété 
environnementale qui en résulte, est moins complexe qu’en Amérique du Sud, ce qui pourrait 
expliquer des taux de spéciation beaucoup moins importants (Plana 2004). 
Finalement, l’idée à retenir est que la diversité actuelle des familles néotropicales 
serait le résultat d’évènements de diversification à la fois anciens et récents, caractérisés par 
des accumulations d’espèces à la fois lentes et explosives.  
Si nous faisons un bilan des études phylogéographiques que nous venons de voir, tout 
comme c’est le cas en considérant l’ensemble de la littérature, il ne ressort pas de patron clair 
concernant l’origine de la diversité néotropicale. Cela est en partie dû à certaines limitations 
qui apparaissent récurrentes dans l’inférence des histoires évolutives des familles d’arbres 
tropicales. Tout d’abord, l’échantillonnage en espèces est souvent trop faible dû à la difficulté 
d’échantillonner sous les tropiques. De plus, une majorité des familles néotropicales présente 
une large distribution, souvent pantropicale, et par conséquent un échantillonnage complet 
nécessite de regrouper des espèces provenant littéralement des quatre coins du monde.  Une 
autre difficulté souvent citée est celle d’obtenir une datation fiable de l’hypothèse 
phylogénétique, et cela repose sur l’existence de données fossiles fiables, ce qui n’est pas le 
cas pour toutes les familles de plantes. Enfin, un autre problème majeur déjà évoqué dans la 
partie 2.4 est celui de l’obtention d’une hypothèse phylogénétique robuste. Les études que 
nous venons de citer mettent plusieurs fois en avant une difficulté à résoudre les relations de 
parenté les plus basales ou celles à l’intérieur de clades qui se seraient rapidement diversifiés. 
L’un des objectifs de ma thèse a été de remédier à ce manque de soutien des hypothèses 
phylogénétiques de familles de plantes tropicales. 
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3.3. Modèles d’étude : les Chrysobalanaceae et les 
Humiriaceae 
Les Chrysobalanaceae 
“there have been many publications on the theory and methods of taxonomy, phylogeny and 
biogeography. […] Our knowledge of other families, notably Ebenaceae, Lecythidaceae and 
Meliaceae, and our general acquaintance with tropical floras and vegetation, leads us to 
believe that the Chrysobalanaceae is sufficiently representative for our conclusions to be of 
general interest”   Prance & White (1988) 
Les Chrysobalanaceae (sensu stricto, Matthews & Endress 2008; Yakandawala et al. 
2010) forment une famille de taille moyenne (20 genres, 531 espèces) composée d’arbres et 
d’arbustes (Prance & Sothers 2003; Sothers & Prance 2014; Sothers et al. 2014). La 
taxonomie de cette famille est bien connue essentiellement grâce au travail de Prance (1972) 
qui a publié la première monographie des Chrysobalanaceae néotropicales, qui fut suivie 
d’une monographie de l’ensemble des genres (Prance & White 1988) et enfin de la 
monographie complète en 2003 réalisée par Prance et Sothers. Très brièvement, leur anatomie 
se caractérise par des feuilles simples et alternes, des fleurs pentamères généralement 
blanches ou violettes (Figure 16) dont les ovules sont droits, épitropes avec le micropyle 
dirigé vers la base, et des drupes contenant une ou plus rarement deux graines charnues 
(Prance 2007; Hemsing & Romero 2010).  
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Figure 16 : Fleurs de Hirtella hebeclada (photographie extraite de www.panoramio.com) 
Une des caractéristiques morphologiques des Chrysobalanaceae est la présence de nectaires 
extra-floraux, témoignant de leurs associations régulières avec les fourmis. Cette association 
est particulièrement marquée chez Hirtella physophora Mart. & Zucc., une espèce 
mirmécophyte dont les feuilles portent, en plus de ces nectaires, une paire de domaties qui 
constituent des sites de nidification pour les colonies de fourmis du genre Allomerus (Figure 
17). 
Figure 17 : Domaties de Hirtella physophora abritant les fourmis du genre Allomerus (photographie réalisée par 
Jérôme Orivel) 
D’un point de vue évolutif, les Chrysobalanaceae représentent un modèle d’étude passionnant 
puisqu’elles font partie des quelques familles de plantes présentes dans l’ensemble des 
tropiques. Elles sont trouvées du sud-est des Etats-Unis au sud du Brésil en passant par les 
Caraïbes, mais aussi dans toute l’Afrique tropicale, en Asie, du sud de l’Inde à la Nouvelle 
Guinée, et à travers le Pacifique sur les îles Fidji entre autres. Prance & White (1988), sur la 
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base des 497 espèces décrites à cette époque, ont indiqué le nombre d’espèces présentes dans 
chaque continent pour chaque genre (Tableau 2). Désormais, deux genres présentent une 
distribution pantropicale : Parinari  et Maranthes, deux présentent une distribution amphi-
atlantique : Hirtella et Chrysobalanus, cinq sont endémiques du continent américain : 
Licania, Exellodendron, Acioa, Couepia  et Gaulettia , six sont endémiques du continent 
africain : Grangeria, Bafodeya, Neocarya, Magnistipula, Dactyladenia et Afrolicania  et enfin 
cinq sont endémiques du sud-est de l’Asie : Parastemon, Hunga, Atuna, Kostermanthus et 
Angelesia (Sothers & Prance 2014 ; Sothers et al. 2014).  
Tableau 2 : Distribution des genres et espèces de Chrysobalanaceae en Amérique du Sud/Centrale (région 1), 
Afrique (en incluant Madagascar) (région 2) et Asie du Sud-Est (région 3) (extrait de Prance & White (1988) 
Les modes de dispersion variés rencontrés au sein de cette famille expliquent en partie cette 
large distribution géographique. Plusieurs espèces de Couepia, Exellodendron, Licania et 
Parinari, essentiellement trouvées sur les bords de rivière, peuvent être dispersées par les 
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poissons. Les fruits de certaines espèces telles que Exellondendron barbatum (Ducke) Prance 
et Chrysobalanus icaco L. flottent ; cette adaptation leur a probablement permis d’être 
dispersés par les rivières ou les courants océaniques. D’autres espèces sont connues pour être 
dispersées par les oiseaux comme Acioa guianensis Aubl., ou par les primates, les écureuils 
ou les éléphants, comme c’est le cas au sein du genre Parinari (Prance & White 1988, 
Stevenson 2007).  
Un autre intérêt d’étudier cette famille d’un point de vue évolutif est qu’elle est représentative 
du déséquilibre de biodiversité sous les tropiques puisqu’environ 80% des espèces se trouvent 
dans les Néotropiques et 20% dans les Paléotropiques, partagées presque équitablement entre 
l’Afrique (en incluant les Mascareignes) et l’Asie du Sud-Est. Cependant, il est intéressant de 
noter que seulement neuf genres parmi les vingt décrits sont présents dans les Néotropiques. 
La richesse spécifique la plus élevée est trouvée dans l’est amazonien et les Guyanes, ce qui 
classe les Chrysobalanaceae parmi les familles dites centrées sur l’Amazonie, et non sur les 
Andes (Gentry 1982; Prance & White 1988; ter Steege et al. 2000).  
Les Chrysobalanaceae sont également intéressantes d’un point de vue écologique. La majorité 
des espèces se trouvent dans les forêts humides de plaines de basse-altitude, à la fois sur des 
sols bien drainés et marécageux. Cependant, les Chrysobalanaceae sont également présentes 
dans d’autres types de végétation tels que la savane, avec par exemple Exellodendron 
coriaceum (Benth.) Prance, la restinga21 avec entre autres l’espèce à la distribution amphi-
altlantique Chrysobalanus icaco, la caatinga22 avec Licania rigida Benth., le Cerrado23
abritant une douzaine d’espèces ou encore la campina24 où l’on trouve par exemple Couepia
racemosa Benth. ex Hook.f. En Amérique du Sud, quasiment 50% des espèces ont des 
distributions très restreintes alors que certaines comme Hirtella racemosa Lam. ont des 
distributions très larges (Prance 1982 ; Prance & Sothers 2003).   
En plus de leur intérêt en écologie évolutive, les Chrysobalanaceae, de par leurs espèces 
cultivées, représentent un élément économique important. Elles sont également utilisées dans 
la médecine populaire en Amérique, en Afrique et en Asie (exemple des écorces de la tige de 
Maranthes floribunda (Baker) F.White utilisée en Côte-d’Ivoire (Koné et al. 2004) ou de 
celles de Parinari curatellifolia Planch. ex Benth. au Nigeria (Halilu et al. 2008)). Le 
21
 Une restinga est un terrain sableux et salé, proche de la mer 
22 La caatinga est une zone aride du nord-est du Brésil 
23 Le Cerrado est une région de savane que l’on rencontre principalement au Brésil 
24 La campina regroupe les plages de sable stériles du bassin amazonien 
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potentiel pharmacologique et toxicologique de plusieurs espèces, surtout de Licania et 
Parinari, fait que cette famille pourrait devenir une source importante de médicaments, en 
particulier anti-tumoraux grâce à l’activité cytotoxique des extraits (Fernandes et al. 2003; 
Neto et al. 2013). Une hypothèse phylogénétique de cette famille pourrait être utilisée comme 
moyen de sélection de certaines espèces pour le développement de médicaments (Rønsted et 
al. 2012). 
Enfin, concernant leur relations phylogénétiques, les Chrysobalanaceae appartiennent au clade 
des Malpighiales (Davis et al. 2005), leur groupe frère étant la famille monotypique des 
Euphroniaceae (Figure 18; Litt et al. 1999; Matthews & Endress 2008; Yakandawala et al. 
2010).  Avant l’arrivée des phylogénies moléculaires, Prance & White (1988) ont indiqué 
qu’il n’était pas possible de proposer une quelconque hypothèse concernant les relations entre 
les différents genres ou espèces sur la base de caractères morphologiques. En 2010, 
Yakandawala et al. ont publié une première hypothèse phylogénétique en utilisant à la fois 
des caractères morphologiques et deux marqueurs génétiques : rbcL, un gène chloroplastique, 
et ITS, une région intercalaire de l’opéron ribosomique. La phylogénie moléculaire la plus 
complète était celle basée sur rbcL; elle incluait 19 espèces représentant 18 genres différents. 
Hormis le groupement Grangeria/Magnistipula/Maranthes, aucune des relations inter-
génériques n’était soutenue (Figure 19). De plus, le jeu de données ne permettait pas de tester 
la monophylie des genres.  
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Figure 18 : Phylogénie des Chrysobalanaceae sensu lato (valeurs de bootstrap au dessus des branches) (extrait de 
(Matthews & Endress 2008)) 
Figure 19 : Arbre consensus issu de l’analyse bayésienne utilisant rbcL. Les valeurs indiquées au-dessus des 
branches sont des probabilités postérieures (extrait de (Yakandawala et al. 2010) 
Au début de mon projet de thèse, cette hypothèse phylogénétique était la seule 
disponible et aucun scénario évolutif n’avait jusque là été proposé pour les Chrysobalanaceae. 
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Les Humiriaceae 
Les Humiriaceae représentent une famille d’arbres et d’arbustes tropicaux dont la 
seule révision taxonomique date de l’étude de Cuatrecasas (1961) qui a reconnu huit genres et 
49 espèces. Aujourd’hui, 63 espèces sont reconnues comme étant valides (The Plant List). Sur 
la base de caractères morphologiques, cette famille a été placée au sein des Malpighiales, au 
même titre que les Chrysobalanaceae, et différents groupes frères ont été proposés 
successivement (Cuatrecasas 1961; Naranya & Rao 1978; Bove 1997; Herrera et al. 2010). La 
phylogénie moléculaire la plus récente des Malpighiales place finalement les Humiriaceae 
comme groupe frère d’un clade incluant notamment les Salicaceae, les Passifloraceae, les 
Violaceae (Xi et al. 2012). Seules des  hypothèses phylogénétiques construites sur la base de 
caractères morphologiques existent pour cette famille, le genre Vantanea y apparait comme 
étant le plus basal (Figure 20 ; Cuatrecasas 1961 ; Bove 1997; Herrera et al. 2010). Certaines 
relations de parenté ont cependant été inférées à partir de données moléculaires dans l’étude 
des Malpighiales de Xi et al. (2012) qui incluait quatre espèces d’Humiriaceae représentant 
quatre genres : Humiria, Vantanea, Sacoglottis et Schistostemon. Dans cette étude, le genre 
Schistostemon, et non Vantanea, est basal au reste de la famille.  
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Figure 20: Analyse cladistique des Humiriaceae construite à partir de 40 caractères morphologiques (extraite de 
Herrera et al. (2010)) 
Concernant leur distribution, les Humiriaceae sont confinées dans les Néotropiques, hormis 
une espèce : Sacoglottis gabonensis (Baill.) Urb., trouvée en Afrique de l’Ouest. Une 
caractéristique morphologique de cette famille est l’endocarpe sclérifié des fruits qui a la 
particularité de flotter grâce à la présence de cavités, en particulier chez Sacoglottis et 
Schistostemon (Figure 21). Morris (1895) indique avoir retrouvé des graines de Sacoglottis 
amazonica Benth. en Jamaïque semblables à des graines retrouvés sur les rivages du sud de 
l’Angleterre. Cela souligne le potentiel des Humiriaceae à traverser les océans, S. gabonensis 
étant probablement un exemple de dispersion transatlantique. 
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Figure 21 : Coupe de fruit de Sacoglottis ovicarpa Cautr. (figure extraite de Herrera et al. (2010)) 
L’un des intérêts d’étudier cette famille est l’existence d’un registre fossile important car 
reposant sur des fossiles de fruits bien conservés à la morphologie unique et récemment révisé 
(Herrera et al. 2010, 2014). Après l’exclusion de nombreux fossiles initialement identifiés 
comme des Humiriaceae (en particulier ceux provenant d’Europe), des fossiles fiables 
représentant trois genres actuels : Sacoglottis, Vantanea et Duckesia, mais également un genre 
éteint Humiriaceoxylon peuvent être recensés. Le fossile d’ Humiriaceoxylon est le plus 
ancien des quatre, il a été trouvé au Panama et date de la fin de l’Eocène (Herrera et al. 2014).  
Les Humiriaceae sont essentiellement trouvées des plaines de basse altitude aux forêts de 
moyenne altitude. Elles sont majoritairement présentes en forêt tropicale humide (forêt 
amazonienne et atlantique) mais aussi dans des zones boisées occasionnellement sèches 
(caatinga) avec par exemple Schistostemon retusum (Ducke) Cuatrec., ou encore dans des 
environnements xériques (Cerrado) avec notamment Humiria balsamifera Aubl.  
Comme nous l’avons vu, tout reste à découvrir concernant les relations phylogénétiques des 
Humiriraceae. Les fossiles décrits offrent l’opportunité de calibrer l’hypothèse 
phylogénétique de cette famille et, en particulier, d’envisager la datation précise d’un 
évènement de dispersion à travers l’océan Atlantique.  
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CHAPITRE 1 : PREMIERS PAS DANS 
L’HISTOIRE BIOGEOGRAPHIQUE DES 
CHRYSOBALANACEAE 
1. CONTEXTE ET OBJECTIFS
De nombreux travaux se sont intéressés à la compréhension des causes de l’extraordinaire 
diversité des forêts  néotropicales. Cela est un problème complexe car l’histoire géologique et 
paléoclimatique des Néotropiques est toujours sujette à controverse et les lignages, en 
particulier lorsqu’ils sont distribués partout sous les tropiques, s’avèrent difficiles à 
échantillonner.  Ce n’est qu’en étudiant l’histoire biogéographique et les patrons de 
diversification de lignages soigneusement choisis qu’une vision globale sur l’origine de cette 
diversité finira par faire son apparition. 
La famille des Chrysobalanaceae représente une composante importante des forêts 
néotropicales. Elle présente une distribution pantropicale mais est représentative du 
déséquilibre de diversité existant sous les tropiques puisque que 80% des espèces sont 
trouvées au sein des Néotropiques. Nous avons cherché à comprendre l’origine 
biogéographique de la famille ainsi que la mise en place de sa distribution pantropicale et de 
ce déséquilibre de diversité. 
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2. MATERIEL ET METHODES
Nous avons construit une phylogénie moléculaire incluant 74 espèces (soit 14% de la 
diversité totale) à partir de six marqueurs chloroplastiques et ITS, un espaceur de l’opéron 
ribosomique. A partir de cette hypothèse phylogénétique, et de la distribution actuelle des 
espèces,  les aires géographiques ancestrales, à savoir néotropicale ou paléotropicale, ont 
été reconstruites. Enfin, nous avons comparé les patrons de diversification entre les 
Néotropiques et les Paléotropiques. 
3. PRINCIPAUX RESULTATS
Nous mettons en évidence une probable origine paléotropicale des Chrysobalanaceae à la 
fin du Crétacé. L’essentiel de la diversité néotropicale semble être issu d’un unique 
évènement de dispersion à travers les Boréotropiques et  le pont de l’Atlantique Nord, 
suivi de plusieurs évènements de diversification in situ. Les taux de spéciation, et 
d’extinction apparaissent plus élevés sous les tropiques, le bilan étant un taux de 
diversification net légèrement supérieur sous les Néotropiques.  
4. CONCLUSION
Des taux de spéciation supérieurs au sein des Néotropiques semblent être la cause 
principale du déséquilibre de diversité des Chrysobalanaceae. Toute l’originalité de ce 
patron de diversification se trouve dans le fait que cette famille est centrée sur 
l’Amazonie, et non sur les Andes. Cependant, l’hypothèse phylogénétique sur laquelle se 
reposent les analyses biogéographique et de diversification apparait peu soutenue. Cela est 
particulièrement le cas pour les nœuds les plus basaux. De plus, les relations 
phylogénétiques entre les différents genres composant cette famille demeurent un mystère. 
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Ces travaux se sont traduits par la publication d’un article en  2013 dans le journal 
Botanical Journal of the Linnean Society, dans une édition spéciale concernant l’évolution 
des plantes néotropicales : 
« Origin and evolution of Chrysobalanaceae : insights into the evolution of plants in 
the Neotropics » 
Léa Bardon, Juliette Chamagne, Kyle G. Dexter, Cynthia A. Sothers, Ghillean T. Prance, 
Jérôme Chave 
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Some plant families show a striking imbalance in species diversity between the Neotropics and the Palaeotropics.
The woody plant family Chrysobalanaceae is a typical example of this pattern, with 80% of the 531 species in the
Neotropics. In order to test alternative interpretations for this pattern, we generated a dated phylogenetic
hypothesis for Chrysobalanaceae, using DNA sequence data from one nuclear and six plastid markers. Using a
maximum likelihood approach, we jointly inferred ancestral areas and diversification rates in the Neotropics and
Palaeotropics. We found that Chrysobalanaceae most probably originated in the Palaeotropics about 80 Mya. The
family dispersed into the Neotropics at least four times beginning 40–60 Mya, with at least one back-dispersal to
the Palaeotropics. Members of Chrysobalanaceae have experienced higher extinction, speciation and net diversi-
fication rates in the Neotropics. Hence, the high species diversity of Chrysobalanaceae in the Neotropics appears
to be primarily caused by a higher speciation rate in this region. Several recent studies have shown high
diversification rates in Neotropical plant families, but have focused on Andean-centred taxa. Ours is the first study
to find a similar pattern in a family for which the centre of diversity is in eastern and central Amazonia. © 2012
The Linnean Society of London, Botanical Journal of the Linnean Society, 2013, 171, 19–37.
ADDITIONAL KEYWORDS: ancestral state reconstruction – diversification rates – fossil calibration –
Neotropical plant biodiversity – phylogeny.
INTRODUCTION
Tropical forests house the majority of the 60 000–
80 000 tree species in the world and, among tropical
forests, those of the Neotropics stand out as the most
diverse, with > 20 000 tree species (Fine & Ree, 2006).
Although the diversification and dispersal of plant
lineages among tropical regions have probably shaped
this extant pattern, evolutionary hypotheses to
explain the exceptional Neotropical plant diversity
remain poorly developed and tested (Raven &
Axelrod, 1974; Stebbins, 1974; Gentry, 1982). If more
lineages have been present longer in the Neotropics,
then higher Neotropical plant diversity could simply
reflect greater time for diversification. An alternative,
but not mutually exclusive, hypothesis is that diver-
sification rates are higher in the Neotropics, which
could be a result of lower extinction rates and/or
higher speciation rates, as originally proposed by
Gentry (1982), who speculated that the uplift of the
Andes was the foremost cause of higher speciation
rates in the Neotropics, although late Cretaceous
plant migration between North and South America
could also have played a role in the assembly of the
Neotropical flora. In order to test these hypotheses,
studies are needed that track the origins and inter-
continental dispersals of plant lineages and compare
diversification, speciation and extinction rates among*Corresponding author. E-mail: jerome.chave@univ-tlse3.fr
bs_bs_banner
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tropical regions. Here, we use a molecular phyloge-
netic approach to address the origin, dispersal and
diversification history of the pantropical plant family
Chrysobalanaceae. This family is emblematic of the
tropical diversity imbalance, with 80% of the 531
species being found in the Neotropics.
The number of phylogenetic hypotheses available
for plant groups has grown considerably in recent
years and, with fossil evidence, they have begun to
shed light on the history of tropical plant lineages.
For instance, numerous studies have shown that
intercontinental dispersal was rampant following the
breakup of Gondwana and must be accounted for
when comparing diversity among tropical regions
(Tiffney, 1985; Manchester, 1999; Morley, 2000, 2003;
Sanmartin, Enghoff & Ronquist, 2001; Pennington &
Dick, 2004). It is now known that Melastomataceae
diversified in Eurasia before spreading to North and
South America during the early Eocene (Renner,
Clausing & Meyer, 2001). Likewise, it has been sug-
gested that Rubiaceae (Antonelli et al., 2009), Guat-
teria Ruiz & Pav. (Annonaceae) (Erkens, Maas &
Couvreur, 2009) and Begonia L. (Begoniaceae)
(Goodall-Copestake et al., 2010) probably originated
in the Palaeotropics and used the boreotropical route
to reach South America.
Many of these pantropical plant lineages show a
consistent pattern of being more diverse in the Neo-
tropics, particularly in South America. If a lineage is
more diverse in the Neotropics, but originated else-
where, then diversification rates must have been
higher in the Neotropics to explain higher Neotropical
diversity. This higher net diversification could be a
result of higher speciation rates (a cradle hypothesis)
or lower extinction rates (a museum hypothesis). In
support of the Neotropical ‘cradle’ hypothesis, the
complex geological history of the Neotropics may have
yielded more frequent opportunities for allopatric spe-
ciation. The uplift of the northern Andes since the
early Neogene (c. 23 million years ago (Mya)) yielded
a variety of new habitats, changed river flows and
altered climatic conditions (Burnham & Graham,
1999; Linder, 2008; Antonelli et al., 2009; Hoorn et al.,
2010). Since c. 3 Mya, the closure of the Isthmus of
Panama and the emergence of glacial/interglacial cli-
matic oscillations have also played a role in driving
higher speciation rates and thus shaping Neotropical
biodiversity patterns (Gentry, 1982; Richardson et al.,
2001; Bennett, 2004). In favour of the Neotropical
‘museum’ hypothesis, we note that the Guianan and
Brazilian cratons, geological formations dating back
to around 2 giga years ago (Gya), have been above sea
level and were in tropical latitudes over much of the
Tertiary. Thus, South America has almost always
offered ample space for tropical plant species to
survive and diversify, at least over the past 65 million
years (Myr). If a larger block of rainforest was more
continuously present through time, this may explain
the high diversity of the Neotropics in comparison
with other tropical regions (Fine & Ree, 2006).
In order to contribute to a broader understanding
of why the Neotropics have exceptional plant diver-
sity, we studied the biogeography and modes of
diversification in the pantropical plant family
Chrysobalanaceae. The pantropical distribution of
Chrysobalanaceae, its abundance and diversity in
Neotropical forests, and its well-understood taxonomy
(Prance, 1972; Prance & White, 1988; Prance &
Sothers, 2003) make it an excellent family to study
the origins of high Neotropical plant diversity. It is
currently unknown whether the high Neotropical
diversity of the family is a result of a longer residence
time in the Neotropics, greater speciation rates and/or
lower extinction rates. Here, we construct a dated
phylogenetic hypothesis for the family, including 17 of
the 18 genera, and 74 species (14% of the total diver-
sity), based on DNA sequencing of six plastid markers
and the nuclear marker ITS, and several fossil cali-
bration points. We determine the biogeographical
origin of the family and subsequent intercontinental
dispersal events. Further, whilst reconstructing
ancestral geographical states (Neotropical or Palaeo-
tropical), we jointly estimated the rates of speciation,
extinction and migration based on a maximum like-
lihood technique. The results are discussed in the
light of recent evidence for patterns of Neotropical
plant diversification.
MATERIAL AND METHODS
FAMILY DESCRIPTION AND SPECIES SAMPLING
Chrysobalanaceae (sensu Matthews & Endress, 2008;
Yakandawala, Morton & Prance, 2010) is a tropical
woody plant family in Malpighiales (Davis et al.,
2005; APG III, 2009). The sister family is the mono-
typic Euphroniaceae. Members of Chrysobalanaceae
are trees and shrub species often ecologically domi-
nant in the New World tropics where they occupy
both moist and dry forest biomes (Prance, 1972). The
most recent taxonomic treatment of the family
includes 531 species and 18 genera (Prance & White,
1988; Prance & Sothers, 2003). Among these, 423
species (80%) and eight genera are found in South
America. In floristic studies across the Amazon,
members of Chrysobalanaceae comprise up to 10% of
the trees in Amazonian forest plots and reach their
highest diversity in the central and eastern Amazon
(Prance & White, 1988; Hopkins, 2007). However,
there is a greater generic diversification in the Pal-
aeotropics, with 11 genera in Africa and seven in
Asian tropics. A genus-level phylogenetic analysis has
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been conducted for the family based on the sequenc-
ing of two DNA regions (rbcL and ITS), but it lacked
sufficient resolution and sampling to assess the bio-
geographical origins of the family or to calculate
diversification rates (Yakandawala et al., 2010).
Tissue samples were collected throughout the
tropics: South America (Guyana, French Guiana, Ven-
ezuela, Brazil), Africa (Gabon, Cameroon, Benin,
Central African Republic, Guinea, Senegal, Demo-
cratic Republic of Congo), South-East Asia (Indonesia,
Malaysia, New Caledonia), Madagascar and La
Réunion. The great majority of the collections from
South America were collected for the purpose of this
project in the Guianas. Collections from Africa were
contributed by tissue exchange agreements with Uni-
versité Libre de Bruxelles, the Royal Botanic
Gardens, Kew and Université de la Réunion, and our
own collections in the Central African Republic. Col-
lections in South-East Asia were mostly obtained
by exchange agreements with the Royal Botanic
Gardens, Kew, and with the Botanic Garden of
Sandakan, Malaysia. Appendix 1 reports the full list
of samples and their collection locations. In addition,
several sequences were retrieved from GenBank that
were used in an earlier phylogenetic study of the
family by Yakandawala et al. (2010).
DNA EXTRACTION, AMPLIFICATION AND SEQUENCING
New DNA for this study was extracted with a
Biosprint 15 (Qiagen) auto-extractor, following the
protocol provided by the supplier (see Appendix 2).
Some of the DNA extracts used in the analysis were
obtained through the DNA bank at the Royal Botanic
Gardens, Kew. The extraction protocol differed in
including a standard cetyltrimethylammonium
bromide (CTAB)–chloroform extraction followed by
ethanol precipitation and washing, and then by
density gradient cleaning and dialysis.
We initially attempted to amplify 30 markers for
which primers have already been published in the
literature: 15 plastid intergenic spacers or introns
(Hamilton, 1998; Shaw et al., 2007), two plastid genes
(Savolainen et al., 2000; Dunning & Savolainen,
2010), 13 low-copy nuclear genes (Strand, Leebens-
Mack & Milligan, 1997; Li et al., 2008) and one mito-
chondrial gene (Davis & Wurdack, 2004). We failed to
amplify any of the low-copy nuclear genes or the
mitochondrial gene. Six plastid markers were finally
selected for this analysis: psbD-trnT, psbA-trnH, atpI-
atpH, the ndhA intron, matK and rbcLa. In addition
to these markers, the nuclear ITS region was ampli-
fied (see Appendix 3 for details on primers).
DNA amplification was performed using the
polymerase chain reaction (PCR) protocols reported in
Appendix 2. PCR products were cleaned and sequenced
on an ABI3730XL Automated DNA sequencer (Geno-
screen, Lille, France). The two complementary DNA
strands were manually corrected and assembled using
Sequencher version 4.8 (Gene Codes Corporation,
2003). The total DNA matrix was aligned for each
marker with the MUSCLE alignment program (Edgar,
2004). The resulting sequence matrix was further
manually edited in MEGA 4 (Tamura et al., 2007). The
newly generated sequences are available on GenBank
and EMBL (accessions JQ898692 to JQ899029, see
Appendix 1). (See also Table 1 for a summary of these
statistics.)
PHYLOGENETIC RECONSTRUCTION
Sequences were assembled into three datasets. The
first dataset contained sequences obtained for the six
plastid regions: atpI-atpH, psbD-trnT, psbA-trnH,
ndhA intron, matK and rbcLa. The second dataset
included the ribosomal intergenic spacer ITS. The
aligned plastid and nuclear datasets included 6177 bp
and 720 bp, respectively (Table 1). The third dataset
included all sequences concatenated for the seven
markers (i.e. datasets 1 plus 2). For each marker, the
number of available sequences is reported in Table 1.
Maximum likelihood analyses were conducted
using RaxML software version 7.0.4 (Stamatakis,
Hoover & Rougemont, 2008) run on the complete
dataset including the seven markers through the
CIPRES supercomputer cluster (http://www.phylo.
org). Our alignment was separated into four parti-
tions: ITS, matK, rbcLa and noncoding plastid DNA
regions. Branch support was assessed using a rapid
bootstrap procedure (Stamatakis et al., 2008). Branch
length in the phylogram denoted overall branch diver-
gence. We also performed a tree reconstruction using
Table 1. Summary data on the sequence matrix used in
phylogenetic tree reconstruction of Chrysobalanaceae.
‘Length’ is the amplicon length retained for the analysis in
the consensus matrix, Ng is the number of sequences
newly generated for the analysis, Nt is the total number of
sequences, including those retrieved from public domain
sequence databases, and P is the percentage of available
sequences in the complete dataset
Amplicon Length Ng Nt P (%)
ITS 720 57 71 90
matK 854 55 56 73
rbcLa 650 60 72 90
psbA-trnH 415 45 45 58
ndhA 1304 47 47 61
atpI-atpH 1258 45 45 56
psbD-trnT 1696 29 29 38
Total 6897 338 362
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RaxML based on the ITS dataset only (nine of 77 ITS
sequences were missing). We then compared the ITS-
based tree with that based on the complete dataset to
test whether our missing plastid sequences may
result in tree topology issues, such as the presence of
‘wildcard’ taxa (Platnick, Griswold & Coddington,
1991). We finally performed a tree reconstruction
based on the plastid DNA dataset only and compared
the resulting tree with that based on the ITS dataset
to explore potential inconsistencies among topologies.
The last two trees gave similar results, and so the
tree based on the plastid DNA dataset only is not
shown here.
In a second step, we constructed a dated phyloge-
netic tree using BEAST software (Drummond &
Rambaut, 2007). First, we constructed an initial phy-
logenetic tree obtained using the PhyML version
3.0.1 maximum likelihood phylogeny reconstruction
program (Guindon et al., 2010), as implemented in
seaview4 software (Gouy, Guindon & Gascuel, 2010).
The consensus phylogram was then roughly dated
using PATHd8 version 1.0 (Britton et al., 2007) based
on four calibration points (three fossils and one tem-
poral constraint on the root; see below). This tree then
served as input for a combined analysis of divergence
times and phylogenetic topology using the software
BEAST version 1.6.1 (Drummond & Rambaut, 2007).
The advantage of this preliminary procedure is to
provide BEAST with a phylogenetic hypothesis not
too far from the most likely region for the parameters,
hence avoiding floating-point computing errors. Sub-
stitution and clock models were unlinked, and each
marker evolved independently. For all markers, we
chose the most parameterized molecular evolution
model, the general time-reversible (GTR) model. This
assumes site heterogeneity modelled by a Gamma
distribution, and takes into account proportions of
invariant sites. Divergence times were estimated
under a log-normal uncorrelated relaxed clock method
for each partition and using the Yule model of spe-
ciation. Several preliminary BEAST runs were per-
formed using one Markov Chain Monte-Carlo
(MCMC) for 1 000 000 generations to adjust the
operators for optimal mixing of the MCMCs. Then,
ten independent runs of 20 000 000 generations were
conducted with sampling every 2000th generation for
the combined dataset.
The burn-in part of the MCMC was discarded (10%
of the total number of generations). Post burn-in trees
were merged using LogCombiner version 1.6.1
(Drummond & Rambaut, 2007) and performance was
evaluated using Tracer version 1.5 (Drummond &
Rambaut, 2007). Mean evolutionary rates and diver-
gence times were calculated using TreeAnnotator
version 1.6.1 after the removal of 25% burn-in,
keeping target heights concerning the node heights
option. The effective sampling sizes (ESSs) of each
parameter were checked at the end of each simula-
tion, and were considered to be of good quality when
> 200.
AGE CONSTRAINTS
Phylogenetic analyses and clock-independent dating
estimates of Davis et al. (2005) provided a minimum
age for the stem node of Chrysobalanaceae s.s. of
~60 Myr (corresponding to the age found for the
crown age of Chrysobalanaceae s.s.) and a maximum
age of ~90 Myr (corresponding to the age found for
the split between Chrysobalanaceae s.s./Euphronia
Mart. and Dichapetalum Thouars/Trigonia Aubl.).
The mean age found for the split between Chryso-
balanaceae s.s. and Euphronia guianensis (R.H.
Schomb.) Hallier f. was ~78 Myr. Here, we used this
date for the Chrysobalanaceae–Euphroniaceae split
which was constrained by a normal probability
distribution.
In addition, two South American macrofossils and
one North American palynofossil were used as
minimum age constraints for three internal clades.
Several endocarp fossils have been reported for the
genus Parinari Aubl., notably from the publication of
Tiffney, Fleagle & Brown (1994), who studied an Ethio-
pian plant assemblage dated at 16.1 Mya, and Wijn-
inga (1996) from Colombia. Here, we used the slightly
older date of the fossil endocarp also attributed to
Parinari from the Cucaracha Formation, Panama (F.
Herrera and S. Manchester, Department of Biology,
Florida Museum of Natural History, University of
Florida, Gainesville, FL, USA, pers. comm.), which
was dated at 19.0–17.5 Mya. Second, a fossil of Hirtella
L. from the Gandarela Basin, Minas Gerais, Brazil,
published by Duarte & Mello Filha (1980), is based on
leaf material only. The dating of this rock formation is
also less clear, but is thought to be of the Eocene period
(56–34 Mya). Third, we used the pollen type attributed
to Chrysobalanus L. by Wodehouse (1932) found in the
shales of the Green River Formation, Colorado, USA,
and used by Davis et al. (2005). This pollen attributed
to Chrysobalanus was dated to the early to middle
Eocene (49–34 Mya), and we used the most recent age
estimate (34 Myr) to constrain the tree dating.
For fossil calibrations based on a minimum age for
a split, Ho (2007) suggested a log-normal prior dis-
tribution with the probability of the nodal age
decreasing with time. Log-normal distributions with
an offset were chosen to calibrate splits between the
genera Chrysobalanus (BEAST parameters: mean,
2.6; standard deviation, 0.5; offset, 34), Hirtella
(mean, 2.6; standard deviation, 0.5; offset, 34) and
Parinari (mean, 2.9; standard deviation, 0.5; offset,
17.5) and their sister group, respectively, in BEAST
analyses. The lower bounds of the age estimates
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(in Myr) were chosen as offsets for the log-normal
distributions.
ANCESTRAL STATE RECONSTRUCTION AND INFERENCE
OF DIVERSIFICATION RATES
Here, we sought to assign extant species into Neotropi-
cal and Palaeotropical species (Appendix 1). We coded
the Neotropical/Palaeotropical distinction as a binary
character, and inferred the state of the internal nodes
of the consensus phylogenetic tree obtained by the
Bayesian reconstruction. For two species, Parinari
excelsa Sabine and Chrysobalanus icaco L., sequences
from both South America and Africa were available.
To carry out this analysis, we used the binary-state
speciation and extinction (BiSSE) method (Maddison,
Midford & Otto, 2007) in the package ‘diversitree’
(FitzJohn, Maddison & Otto, 2009) of the R statistical
software 2.13.0 (R Development Core Team, 2009).
BiSSE computes the probability of a phylogenetic tree
and of the observed distribution of a binary character
state (here Neotropical or Palaeotropical) among the
tree tips, given a model of character evolution, spe-
ciation and extinction (Maddison et al., 2007). Pre-
cisely, this method jointly estimates six parameters:
speciation and extinction rates l1and m1 in the Neo-
tropical zone and l0 and m0 in the Palaeotropical zone,
and two shift rates from the Neotropical to the Pal-
aeotropical zone (q10), and from the Palaeotropical to
the Neotropical zone (q01). BiSSE maximizes the like-
lihood of obtaining the observed tree, given particular
values of speciation, extinction and transition rates.
It is possible to fix parameters to be equal to each
other by setting constraints, so that alternative
models of evolution can be tested and then compared
with each other by means of the assessment of like-
lihood or Akaike information criterion (AIC) values.
We tested four alternative models. First, we fitted the
‘free’ model in which all six parameters were esti-
mated. Then, we fitted a model with equal speciation
rates (l1 = l0), one with equal extinction rates
(m1 = m0), one with equal speciation and extinction
rates (l1 = l0 and m1 = m0) and, finally, one with equal
migration rates (q10 = q01). Recent extensions of the
BiSSE model allow parameter estimation from an
incompletely sampled phylogeny and measures of
parameter uncertainty (FitzJohn et al., 2009). The
posterior probability distribution of the model param-
eters was approximated by MCMC, using an expo-
nential prior for parameters whose mean was equal to
twice the character-independent diversification rate
(FitzJohn et al., 2009). To infer the model parameters
in BiSSE, we ran two independent MCMCs for 10 000
steps. Ancestral states were also inferred in the diver-
sitree package taking into account the different rates
calculated from the best model.
RESULTS
PHYLOGENETIC RELATIONSHIPS IN
CHRYSOBALANACEAE
The phylogenetic trees obtained with the complete
dataset using a maximum likelihood reconstruction
and a Bayesian method are displayed in Figures 1
and 2, respectively. Some genera appear to be mono-
phyletic: Maranthes Blume (two species), Dactylad-
enia Welw. (two species), Couepia Aubl. (seven
species), Hirtella L. (13 species) and Parinari Aubl.
(seven species). Several clades are well supported
whatever the method: clades L1, L2 and L3 include
three species of Licania Aubl., clade L4 includes four
Licania spp. and clade L5 includes 12 Licania spp.
However, it is impossible to draw conclusions concern-
ing the monophyly of Licania because of the weak
support for basal nodes. We also define clade N which
includes only Neotropical species (the genera Hirtella,
Couepia and Licania), apart from Afrolicania
elaeosperma Mildbr. Two of the three species of Mag-
nistipula Engl. included in this analysis form a clade,
but this clade excludes the accession of Magnistipula
tamenaka (Capuron) F.White. Clade M includes only
Palaeotropical species. We also define clade P, which
includes Parinari, plus Neocarya macrophylla
(Sabine) Prance ex F.White.
The topologies obtained with plastid markers only
(result not shown) and the nuclear marker (Appendix
4) were similar, although slight inconsistencies could
be noticed, in particular with respect to the position of
some Licania spp. The phylogenetic tree obtained
from the ITS dataset was consistent with the topology
obtained with the full dataset, further suggesting that
the poor placement of some of the species in the
plastid DNA tree (Magnistipula tamenaka, Acioa
edulis Prance) is the result of a wildcard taxon effect.
Hereafter, we discuss analyses using the phylogenetic
trees generated from the combined dataset.
BIOGEOGRAPHY OF CHRYSOBALANACEAE
Figure 2 represents the dated phylogenetic tree with
the representation of ancestral states (Neotropical or
Palaeotropical) as obtained by the BiSSE analysis
(the 95% highest posterior distributions, or HPDs, for
ages are indicated on the phylogenetic tree presented
in Appendix 5). The most recent common ancestor
(MRCA) of the family appears to have been native to
the Palaeotropics (probability P = 1.00) and, as the
age of the family was constrained at 78 Myr, based on
the broader analysis of Malpighiales by Davis et al.
(2005), migration into South America after the
breakup of Gondwana is highly likely.
Clade N is an almost strictly Neotropical clade,
except for Afrolicania elaeosperma, the MRCA of
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Figure 1. Phylogenetic tree of Chrysobalanaceae obtained with the full dataset (plastid plus nuclear markers) inferred
from a maximum likelihood phylogeny reconstruction method (RaxML). Branches supported by bootstrap values > 80%
are thick and those with bootstrap values of 60–80% are marked by an asterisk. The dating points used for Figure 2 are
marked with a white star.
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which appeared to be Neotropical (P = 0.92). This
clade may have diversified around 47 Mya (HPD,
40–54 Myr), suggesting that the arrival of Chrysobal-
anaceae in the Neotropics occurred before this date.
Further, Hirtella appears to have diversified about
10 Mya (HPD, 6–14 Myr) and Couepia about 11 Mya
(HPD, 7–14 Myr).
An inspection of clade P, including Parinari, shows
that the MRCA of clade P, and the ancestor of all
Parinari, was Palaeotropical (P = 1.00) and the split
between Parinari and Neocarya macrophylla is
inferred at 33 Mya (HPD, 26–45 Myr). Evidence from
the genus in both Africa at 16.1 Mya and the Neo-
tropics prior to 17 Mya suggests that the dispersal
into South America is older than these dates.
JOINT ESTIMATES OF DISPERSAL, SPECIATION AND
EXTINCTION RATES
We used the consensus phylogenetic tree produced by
BEAST to test the different ‘BiSSE’ models. Using
likelihood ratio tests and AIC scores, we determined
Figure 2. Dated phylogenetic tree from a Bayesian phylogeny reconstruction (BEAST version 1.6). Branches supported
by posterior probabilities > 0.95 are thick and those with posterior probabilities of 0.85–0.95 are tagged by a star. On the
same tree, an ancestral state reconstruction was inferred using a likelihood reconstruction method (binary-state
speciation and extinction, BiSSE). Grey (vs. black) colour represents Neotropical (vs. Palaeotropical) species or internal
nodes. States for unambiguous nodes are not represented for the sake of clarity.
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that the best model was the fully parameterized
model in which speciation, extinction and transition
rates were different between the Neotropics and the
Palaeotropics (Table 2).
Figure 3 shows the posterior distributions of the six
parameters estimated, together with diversification
(speciation minus extinction) rates for each geo-
graphical area. Both speciation and extinction rates
were found to be significantly higher in the Neotrop-
ics than in the Palaeotropics. The net diversification
rate was higher in the Neotropics, although the dif-
ference was not significant. Likewise, migration from
the Palaeotropics into the Neotropics was higher
than vice versa, although this difference was not
significant.
DISCUSSION
PHYLOGENETIC RELATIONSHIPS IN
CHRYSOBALANACEAE
Overall, our analysis provides strong support for the
validity of the morphological characters used to
delimit genera in this family (as discussed previously
in Prance & White, 1988). Chrysobalanaceae s.s. was
divided by Prance & Sothers (2003) into 18 genera on
the basis of morphological data. Among the seven
genera for which at least two species have been
sampled, five were confirmed as monophyletic on the
basis of our sampling. Good support for genera
Hirtella and Couepia was found, supporting a previ-
ously held view that these genera are well defined on
a morphological basis (Martius & Zuccarini, 1832 in
Prance, 1972). The monophyly of Parinari is also well
supported in our study, as is the clade grouping of
Parinari with Neocarya macrophylla. Neocarya mac-
rophylla was called Parinari senegalensis Perr. ex DC.
in the past and grouped with Parinari excelsa in one
of the two Parinari sections (Prance & White, 1988).
For two genera, Licania and Magnistipula, our
analysis indicates that they may not be monophyletic.
Yakandawala et al. (2010) also suggested that they
are nonmonophyletic on the basis of morphological
data, although they stated that further work using
molecular data and more taxa was needed to confirm
these findings. Our new analysis remains inconclu-
sive because of the weak support for deep nodes and
the limited taxonomic coverage of the family in our
phylogenetic analyses. Prance (1972) proposed that
Licania should be separated into four subgenera:
Moquilea Aubl., Parinariopsis Huber, Angelesia
(Korth.) Prance & F.White and Licania. Clade L1
includes three species of subgenus Moquilea, whereas
all species present in the Licania clades L2, L3 and
L5 belong to subgenus Licania. Clade L4 lumps three
species belonging to subgenus Licania and one of
subgenus Moquilea. Thus, the subgeneric classifica-
tion of Licania may be in need of revision. In the
genus Magnistipula, two of the three species included
in our analysis belong to subgenus Magnistipula and
group together. The third species, M. tamenaka, falls
out in a separate clade; it is one of the two species of
Magnistipula from Madagascar and belongs to sub-
genus Tolmiella F.White. It cannot be excluded that
the odd position of M. tamenaka is a result of incom-
plete sequencing of the markers. An alternative pos-
sibility is that M. tamenaka belongs to a segregate of
genus Magnistipula. Finally, we note that the two
accessions of Acioa Aubl. did not fall together as a
single clade. However, Acioa edulis was represented
by a single sequence and, in another phylogenetic
study (C. Sothers, unpubl. data), A. guianensis Aubl.
and Acioa edulis formed a well-supported clade;
therefore, we believe that the results regarding the
phylogenetic position of M. tamenaka and A. edulis
are most probably a result of a wildcard taxon effect.
BIOGEOGRAPHY OF CHRYSOBALANACEAE
On the basis of age estimates of Davis et al. (2005),
Chrysobalanaceae s.s. originated well after the last
known connection between Africa and South America
(~105 Mya). The ancestral state reconstruction shows
that the MRCA of Chrysobalanaceae was Palaeo-
tropical. The stem age of clade N, which comprises
the majority of South American species, estimated at
49 Mya (HPD, 44–59 Myr), and the crown age, esti-
mated at 47 ± 6 Mya, place the temporal boundaries
on the first dispersal of Chrysobalanaceae in the New
World. This corresponds well with the late Palae-
ocene climate maximum (LPCM, 58–52 Mya), during
which a boreotropical forest putatively existed in
Table 2. Maximum likelihood value and Akaike informa-
tion criterion (AIC) scores for alternative diversification
models. The ‘free’ model represents an unconstrained
model (all parameters are independently estimated). The
‘Equal.l’ model assumes equal speciation rates between
the Neotropics and the Palaeotropics. The ‘Equal.m’ model
assumes equal extinction rates. The ‘Equal.q’ model
assumes equal migration rates across the Neotropics and
the Palaeotropics. Finally, the ‘Equal.lm’ model assumes
that both the speciation and extinction rates are con-
strained to be equal between the two regions
Model Log-likelihood AIC
Free -321.46 654.91
Equal.l -331.16 672.31
Equal.m -332.01 674.02
Equal.q -331.20 672.41
Equal.lm -333.58 675.15
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North America and Europe and the two continents
were connected by the North Atlantic land bridge
(NALB; Tiffney, 1985). Wodehouse (1932) identified a
middle Eocene palynofossil in the Green River For-
mation, Colorado, USA as Chrysobalanus pollen, sug-
gesting that North America contained suitable
habitat for Chrysobalanaceae 45 Mya. We therefore
suggest that Chrysobalanaceae first dispersed from
Africa to the Neotropics via Europe and North
America during the LPCM. The family may have
then subsequently dispersed from North America
into South America via an island corridor of the
proto-Greater Antilles, thought to have been present
45–35 Mya (Iturralde-Vinent & MacPhee, 1999). It is
important to emphasize, however, that future fossil
discoveries could modify or even overturn this pro-
posed scenario.
The genus Parinari contains evidence of further
dispersals between the Palaeo- and Neotropics. The
MRCA of all Parinari spp. sampled was found in
the Palaeotropics around 8 Mya (HPD, 8–17 Myr),
whereas the stem age of the genus was estimated at
c. 33 Mya. As Parinari fossils older than 16 Myr have
been found in both Africa and the Neotropics, this
suggests that we have underestimated the age of the
Parinari MRCA. Further, dispersal of this genus
probably occurred from Africa to the Neotropics, and
the first event must have been older than 16 Myr. The
presence of P. excelsa in both the Neotropics and
Africa could suggest that there may have been one
more recent dispersal event. However, our accessions
of P. excelsa from both continents fall into two sepa-
rate clades, raising the possibility that P. excelsa in
Africa and the Neotropics are distantly related and do
not represent a recent dispersal event.
The other well-known example of recent trans-
oceanic dispersal is that of Chrysobalanus icaco. In
our analysis, we have included one accession from
Africa (sometimes called Chrysobalanus ellipticus Sol.
ex Sabine, but synonymized under Chrysobalanus
icaco by Prance & White, 1988) and one accession
from South America. Our dating of their split ranges
between 4 and 13 Mya. When discussing possible
recent trans-oceanic dispersal events, the clade
including genus Chrysobalanus deserves additional
scrutiny. The position of Afrolicania elaeosperma,
Figure 3. Posterior probability distributions of the rates of speciation, extinction, diversification and transition (species-
Myr-1) generated in the binary-state speciation and extinction (BiSSE) analysis. Horizontal bars indicate the 95%
credibility interval. Estimates are shown for the Neotropics (in grey) and the Palaeotropics (in black).
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which falls clearly into the Neotropical clade N, is
also an interesting result, because it must be a
secondary dispersal from the Neotropics into the
Palaeotropics.
Another group is poorly supported (bootstrap value,
36; posterior probability, 0.74), but includes Acioa
Aubl., Licania subgenus Angelesia, Hunga Prance
and Exellodendron Prance. If confirmed, this clade
would form an interesting boreotropical group from a
biogeographical standpoint: Exellodendron (five
species) and Acioa (four species) are found only in
South America, Hunga (11 species) is found only in
Papua New Guinea and New Caledonia, and Licania
subgenus Angelesia (three species) is widespread in
South-East Asia (New Guinea, Thailand, Philippines).
This supports the hypothesis that Licania splendens
(Korth.) Prance may be a different genus, and that it
may bear some affinities with Hunga. This also sug-
gests that a Pacific dispersal route may have been
possible. A better sampling of this group should yield
more results.
The genus Maranthes Blume was, for a long time,
placed in the genus Parinari (Prance & White, 1988),
but is here placed in clade M, also containing genera
Dactyladenia and Grangeria Comm. ex Juss. Clade M
and Maranthes are found to be Palaeotropical in our
ancestral state reconstruction analysis. However, one
species, Maranthes panamensis (Standl.) Prance &
F.White, is found in Central America. It would be
important to include an accession of this species in
future analyses to confirm that M. panamensis repre-
sents a recent trans-oceanic dispersal event in the
Maranthes clade.
Prance & White (1988) suggested that long-
distance oceanic dispersal may be common in Chryso-
balanaceae, particularly in the light of the fact that
six genera have species that can disperse via flota-
tion. Our results suggest that this is indeed the case,
as many of the more recent dispersal events do not
seem to be explicable by dispersal via continents or
land bridges.
DIVERSIFICATION IN THE NEOTROPICS
Differences in species richness between the Neotrop-
ics and Palaeotropics could be explained by differ-
ences in the time of species colonizations and/or
differences in diversification rates between these
regions (Moore & Donoghue, 2007). Our study shows
that Chrysobalanaceae originated in the Palaeotrop-
ics, ruling out longer residence time in the Neotropics
as an explanation for greater species richness there.
Our diversification analyses showed that extinction
rates have been higher in the Neotropics than the
Palaeotropics, which rules out a ‘museum’ hypothesis
of low extinction. This result is somewhat surprising
because wide-scale aridification leading to dispropor-
tionate extinctions is often invoked to explain why the
African flora is less diverse than that of South
America.
The only hypothesis to explain the higher Neo-
tropical diversity of Chrysobalanaceae that was sup-
ported by our analyses was the ‘cradle’ hypothesis of
higher speciation rates in the Neotropics. The recent
appearance and radiation of species-rich genera, such
as Hirtella and Couepia (~12 Mya), lend support to
the idea of a high speciation rate for Chrysobal-
anaceae in the Neotropics. This result suggests that
the current composition of Neotropical rainforests
was essentially set up during the Neogene (~23–
5 Mya; Potter & Szatmari, 2009). It is tempting to
explain this high speciation rate by invoking the
uplift of the Andes, as described by Gentry (1982).
This uplift began for the northern Andes around
23 Mya and reached peaks of intensity during the
late to middle Miocene (~12 Mya) and early Pliocene
(~4.5 Mya) (Richardson et al., 2001; Erkens et al.,
2009; Hoorn et al., 2010). However, the large majority
of species of Chrysobalanaceae are in the central and
eastern Amazon, and this family is predominantly a
lowland rainforest group, with a few outliers in other
habitats and few at high altitudes. Thus, it is likely
that the rise of the Andes did not play a direct role
in speciation events for Chrysobalanaceae. A similar
scenario may be invoked for other Amazonian-
centred Gondwanan families of woody trees, such as
Caryocaraceae, Humiriaceae, Lecythidaceae, Sapota-
ceae and Vochysiaceae.
An alternative explanation is that the instability of
the South American climate during the Pliocene
and/or Pleistocene may have led to recurrent phases
of retraction of species of Chrysobalanaceae into
refugia, thus causing allopatry and acting as a spe-
ciation pump (Haffer, 1969; Prance, 1974). However, it
is not clear that the palaeoclimate was less stable in
South America than in Africa or other tropical regions
over the last 10 Myr. More detailed phylogenetic
hypotheses, including speciation events spanning this
epoch, would be needed to adequately test this
scenario.
Our best model allowed for different transition
rates between regions, with the transition rate from
the Palaeotropics to the Neotropics being higher
than the reverse. This asymmetric dispersal may
reflect the prevailing direction of past ocean currents
(Renner, 2004). Some of the recent long-distance dis-
persal events appear to have occurred from Africa to
South America (e.g. Dick, Abdul-Salim & Berming-
ham, 2003, for Symphonia globulifera L.f.). If plant
lineages experience higher speciation rates in areas to
which they have recently dispersed (sensu Moore &
Donoghue, 2007), the observed asymmetric dispersal
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may provide an additional explanation for the
higher species diversity of Chrysobalanaceae in the
Neotropics.
CONCLUDING REMARKS
The current patterns in the diversity of Chrysobal-
anaceae can be explained by multiple dispersal events
between the Palaeotropics and the Neotropics and
higher speciation rates in the Neotropics. Our biogeo-
graphical scenario for this family is comparable with
that developed by Tiffney (1985) and Morley (2000,
2003), although more recent dispersal events prob-
ably represent long-distance dispersal across oceans,
and we are currently unable to provide a finer grained
scenario within the Palaeotropics. The causes of the
high speciation rate of Chrysobalanaceae in the Neo-
tropics remain unknown. Given the abundance of
species of Chrysobalanaceae in eastern and central
Amazonia and in drier habitat types, it is possible
that the observed diversification is related to the
complex geological and environmental history of
South America and not necessarily directly to the
uplift of the Andes.
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APPENDIX 2
LABORATORY PROTOCOLS: DNA EXTRACTION AND
AMPLIFICATION
DNA extraction
To extract DNA, leaf material was placed into 2-mL
Eppendorf tubes with three autoclaved balls and was
ground to dust with a Bio/Tissue Lyser. Cell lysis was
performed as follows: 800 mL of cetyl trimethylammo-
nium bromide (CTAB) and 10 mL of proteinase K were
added to all tubes, which were then incubated for 2 h
at 55 °C. Tubes were then centrifuged for 10 min at
20 817 g (14 000 rpm). DNA was extracted from the
supernatant using the auto-extractor Biosprint 15
(Qiagen), following the protocol provided by the sup-
plier. This protocol involves a precipitation in isopro-
panol, rinsing in pure ethanol and conservation in
sterile water.
DNA amplification
DNA amplification was performed using classic
polymerase chain reaction (PCR) protocols. A total of
1 mL of DNA of each extract was added to 10 mL of
PCR buffer, 1 mL of deoxynucleoside triphosphate
(dNTP), 1 mL of each primer at a concentration of
20 mM, 0.2 mL of Taq polymerase and 35.8 mL of
sterile water. Then, DNA extracts were placed into a
thermal cycler to realize a PCR. For markers newly
amplified on Chrysobalanaceae, the first PCR protocol
tested was that provided in the original publication. If
needed, the second protocol tested involved template
denaturation at 93 °C for 1 min, followed by 35 cycles
of denaturation at 93 °C for 10 s, primer annealing at
50 °C for 1 min and primer extension at 68 °C for
1 min, followed by a final extension step of 2 min at
68 °C (henceforth called LongRange). The protocol
was occasionally optimized by adding MgCl2 and per-
forming temperature gradients. A touch down ampli-
fication was programmed for the ITS region. Cycling
conditions were 20 decreasing cycles (30 s at 94 °C,
30 s at the hybridization temperature and 45 s at
72 °C) for which the hybridization temperature was
62 °C at the first cycle and then decreased by 0.6 °C
every cycle until it reached 50 °C. This process elimi-
nates poor-quality strands during the amplification.
This protocol was achieved by 20 normal cycles at a
hybridization temperature of 50 °C to amplify all the
remaining strands. For trnH-psbA, cycling conditions
involved template denaturation at 80 °C for 5 min,
followed by 35 cycles of denaturation at 94 °C for 30 s,
primer annealing at 56 °C for 30 s and primer exten-
sion at 72 °C for 1 min, followed by a final extension
step of 10 min at 72 °C. Finally, for rbcLa, a first
denaturation stage at 95 °C for 1 min was followed by
35 amplification cycles (1 min of denaturation at
95 °C, 30 s of hybridization at 50 °C and 1 min of
strand polymerization at 72 °C) and 7 min at 72 °C to
achieve the polymerization of all the strands. In a few
cases, we used more than one tissue sample to gen-
erate sequences for a species.
APPENDIX 3
Amplified region names, associated primer names and sequences, amplification protocols used and references
for primer sequences.
Region Characteristics Primer name and sequence (5’–3’)
Amplification
protocol Reference
rpl14-rps8-
infA-rpl36
Plastid intergenic spacer rpl14: GGRTTGGAACAAATTACTATAATTCG LongRange Shaw et al. (2007)
rpl36: AAGGAAATCCAAAAGGAACTCG
psbD-trnT Plastid intergenic spacer psbD: CTCCGTARCCAGTCATCCATA LongRange Shaw et al. (2007)
trnT (GGU)-R: CCCTTTTAACTCAGTGGTAG
psaI-accD Plastid intergenic spacer accD: AATYGTACCACGTAATCYTTTAAA LongRange Shaw et al. (2007)
psaI-75R: AGAAGCCATTGCAATTGCCGGAAA
atpI-atpH Plastid intergenic spacer atpI: TATTTACAAGYGGTATTCAAGCT LongRange Shaw et al. (2007)
atpH: CCAAYCCAGCAGCAATAAC
rps16-trnK Plastid intergenic spacer rpS16x2F2: AAAGTGGGTTTTTATGATCC LongRange Shaw et al. (2007)
trnK (UUU) x1: TTAAAAGCCGAGTACTCTACC
ndhA intron Plastid intron ndhAx1: GCYCAATCWATTAGTTATGAAATACC LongRange Shaw et al. (2007)
ndhAx2: GGTTGACGCCAMARATTCCA
psbJ-petA Plastid intergenic spacer psbJ: ATAGGTACTGTARCYGGTATT LongRange Shaw et al. (2007)
petA: AACARTTYGARAAGGTTCAATT
ndhJ-trnF Plastid intergenic spacer ndhJ: ATGCCYGAAAGTTGGATAGG LongRange Shaw et al. (2007)
TabE: GGTTCAAGTCCCTCTATCCC
trnH-psbA Plastid intergenic spacer trnH RKr: ACTGCCTTGATCCACTTGGC Hamilton (1998)
psbA FKr: CGAAGCTCCATCTACAAATGG
matK Plastid gene 1R_KIM: ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC Dunning & Savolainen (2010)
3F_KIM: CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG
rbcLa Plastid gene rbcL 1F: ATGTCACCACAAACAGAAAC Savolainen et al. (2000)
rbcL 724R: TCGCATATGTACCTGCAGTAGC
ITS Ribosomal intergenic spacer ITS juliette1f: AGTGTTCGGATCGCGC Unpublished
ITS juliette 1r: GCCGTTACTAGGGGAATCCT Unpublished
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Chapitre 1 : Premiers pas dans l’histoire biogéographique des Chrysobalanaceae 
Dated phylogenetic tree obtained with the full dataset and inferred using Bayesian phylogeny reconstruction 
software (BEAST version 1.6), with the 95% highest posterior distributions (HPDs) for ages. Branches supported 
by posterior probabilities > 0.95 are thick and those with posterior probabilities between 0.85 and 0.95 are 
indicated with a star.
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Phylogenetic tree for Chrysobalanaceae obtained with the ITS dataset inferred from a maximum likelihood
method (RaxML). Branches supported by bootstrap values > 80% are thick and those with bootstrap values
between 60 and 80% are indicated with a star.
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CHAPITRE 2 : LE SEQUENÇAGE 
ALEATOIRE GLOBAL : UNE AVANCEE 
METHODOLOGIQUE CRUCIALE 
1. CONTEXTE ET OBJECTIFS
Les relations phylogénétiques au sein des familles d’arbres tropicales sont 
particulièrement difficiles à résoudre, comme nous avons pu le voir dans le Chapitre 1 avec 
les Chrysobalanaceae.  L’une des causes de cette difficulté peut être les évènements de 
spéciation anciens et rapprochés dans le temps. Le peu de changements évolutifs accumulés 
pendant le laps de temps très court séparant chaque évènement de spéciation sera souvent 
masqué par les changements qui ont eu lieu spécifiquement au sein de chaque lignage après 
l’évènement de divergence. Une solution, ayant déjà fait ses preuves,  à ce manque de signal 
phylogénétique est d’augmenter grandement la quantité de données. Les histoires évolutives 
de clades importants d’eudicotylédones se sont vues éclaircies grâce essentiellement au 
séquençage à haut-débit de l’ensemble des gènes chloroplastiques. Cependant, en plus de se 
limiter à l’étude des régions les plus conservées du génome chloroplastique, ce type de 
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méthodologie nécessite une étape préliminaire de purification de l’ADN chloroplastique. 
Nous avons cherché à développer une méthodologie nous permettant : (1)  de séquencer 
l’ADN total, (2) de multiplexer un maximum d’espèces et (3) d’assembler les génomes 
chloroplastiques complets, mais également des fragments provenant des autres génomes. 
L’objectif était ensuite d’estimer le potentiel de ces données à résoudre les relations 
phylogénétiques entre huit espèces de Chrysobalanaceae. 
2. PRINCIPAUX RESULTATS
Grâce à une technique de séquençage aléatoire de l’ADN total, nous avons pu assembler le 
génome chloroplastique et l’opéron ribosomique complets ainsi que de larges portions du 
génome mitochondrial pour chacune des huit espèces.  Cinq des sept nœuds internes sont 
résolus dans l’hypothèse phylogénétique construite à partir des génomes chloroplastiques. Au 
contraire, les relations phylogénétiques inférées à partir de l’opéron ribosomique ou des 
fragments mitochondriaux ne sont que très peu soutenues.  
3. CONCLUSION
Le séquençage aléatoire global est une méthode efficace pour obtenir les génomes complets 
d’organites, pour un coût de revient par nucléotide largement inférieur à la technique du 
séquençage Sanger. Sur la base des huit espèces de Chrysobalanaceae incluses dans cette 
étude, les génomes chloroplastiques complets permettent de résoudre des nœuds de 
l’hypothèse phylogénétique qui ne l’étaient pas jusque là. Dans un souci de résoudre la 
phylogénie des Chrysobalanaceae, et plus largement de familles de plantes tropicales 
réticentes face aux techniques classiques, cette méthode apparait donc très prometteuse.  
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Ces travaux se sont traduits par l’écriture d’un article dont je suis le deuxième auteur. Ma 
contribution principale a été de réaliser un ensemble d’essais préliminaires en biologie 
moléculaire et de participer à l’assemblage des génomes. Enfin, j’ai participé à la réflexion 
concernant la mise en forme de cet article, à l’écriture de l’introduction et au travail de 
relecture. 
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Abstract
Whole genome sequencing is helping generate robust phylogenetic hypotheses for a range of taxonomic groups that
were previously recalcitrant to classical molecular phylogenetic approaches. As a case study, we performed a shallow
shotgun sequencing of eight species in the tropical tree family Chrysobalanaceae to retrieve large fragments of high-
copy number DNA regions and test the potential of these regions for phylogeny reconstruction. We were able to
assemble the nuclear ribosomal cluster (nrDNA), the complete plastid genome (ptDNA) and a large fraction of the
mitochondrial genome (mtDNA) with approximately 10003, 4503 and 1203 sequencing depth respectively. The phy-
logenetic tree obtained with ptDNA resolved five of the seven internal nodes. In contrast, the tree obtained with
mtDNA and nrDNA data were largely unresolved. This study demonstrates that genome skimming is a cost-effective
approach and shows potential in plant molecular systematics within Chrysobalanaceae and other under-studied
groups.
Keywords: next-generation sequencing, organellar genome, phylogenomics, tropical trees
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Introduction
Over the past two decades, plant systematics has under-
gone a major revolution, owing to the advent of methods
for inferring evolutionary relationships among species
based on DNA sequences (Chase et al. 1993; Soltis et al.
2007, 2011). These advances have been obtained through
DNA amplification by polymerase chain reaction (PCR)
followed by classical Sanger sequencing. Organellar gen-
ome material has the advantage to be clonally inherited;
hence technical issues related to heterozygosity and
recombination or polyploidy are circumvented. In addi-
tion, the large amount of DNA copies for organellar
genomes helps improve the efficiency of DNA extraction,
a crucial stage when using degraded DNA, e.g. in her-
barium samples.
In spite of this impressive progress, the phyloge-
netic tree of flowering plants is far from being fully
resolved (Soltis et al. 2011). This is mostly due to four
major issues. First, bursts of diversification may pre-
vent the resolution of phylogenetic trees if based on
too few phylogenetically informative sites (Magallon
et al. 1999; Davis et al. 2005; Whitfield & Lockhart
2007; Davis & Anderson 2010). Second, plant groups
have received an unequal consideration when it comes
to molecular systematics, and even today, some lin-
eages remain poorly investigated (e.g. Panadanaceae,
Buerki et al. 2012; or Sapotaceae, Swenson et al. 2008).
Third, a number of plants, especially those growing in
the tropics and subtropics, produces massive amounts
of secondary compounds used for defending their tis-
sues, and extracting high-quality DNA for molecular
analyses is challenging (for example, Feitosa et al.
2012). Moreover, PCR is notoriously fastidious on
DNA extracted from herbarium specimens and is
Correspondence: Pierre-Jean Male, Fax: +33 (0) 5 61 55 73 27;
E-mail: pjg.male@gmail.com
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usually only applicable for short segments of high-
copy number DNA regions (Varma et al. 2007).
The lack of resolution of phylogenetic trees can be
overcome by increasing drastically the amount of phylo-
genetically informative signal (Delsuc et al. 2005). For
plants, the first application of this idea has shed light on
the basal relationships among angiosperms (Goremykin
et al. 2004; Leebens-Mack et al. 2005; Moore et al. 2007).
A major advance in this direction has since been made
possible through the advent of high throughput DNA
sequencing (Atherton et al. 2010; Egan et al. 2012) and
the production of plastid genomes at an unprecedented
speed (Moore et al. 2006). In a few years, it was extended
to all major eudicot clades (Moore et al. 2010) and to
monocotyledons (Givnish et al. 2010). Most of these stud-
ies relied on the purification of plastid DNA prior to
sequencing, which is a challenging task that needs spe-
cific, expensive equipment. Moreover, they were limited
to the use of only plastid exons either because of the
need of designing conserved primers for PCR amplifica-
tion or because of errors generated in homopolymers by
454 sequencers which are more frequent in noncoding
regions.
Here, we implement a rapid and cost-effective strat-
egy for generating phylogenetically informative genomic
data. In a nutshell, the idea is to perform a ‘genome
skimming’ approach (see Cronn et al. 2008; Straub et al.
2012; McPherson et al. 2013) by a shallow (typically 19)
shotgun sequencing of the total genomic DNA. In addi-
tion to producing reliable and entire plastid genomes,
we explored whether we could also generate full
sequences of the nuclear ribosomal cluster and at least
partial sequences of the mitochondrial genome. As a
proof of concept, we applied this method to eight species
belonging to Chrysobalanaceae, an ecologically impor-
tant family in the Neotropics (Prance 1972; Prance &
White 1988; Hopkins 2007). This family has long been
overlooked in molecular phylogenetics (but see Yakan-
dawala et al. 2010), in part because it is rich in secondary
chemical compounds (Feitosa et al. 2012). We show that
even for this family with limited available molecular sys-
tematics information the entire plastid genome, the
nuclear ribosomal unit and at least a part of the mito-
chondrial genome can be obtained from the same
sequencing run. This new information yields better-
resolved phylogenetic trees than those based on tran-
scribed sequences only.
Materials and methods
Study species
Chrysobalanaceae is a pantropical woody plant family in
the order Malpighiales (Prance & White 1988; Davis et al.
2005; Apg III 2009). The most recent taxonomic treatment
of the family includes 531 species and 18 genera (Prance
& Sothers 2003). Over 80% of the species occur in the
Neotropics where they are often an important compo-
nent of the woody plant community, both in terms of
ecology and diversity (Prance 1972; Prance & White
1988; Hopkins 2007). We focused on eight species
belonging to seven of the 12 major monophyletic groups
described in Bardon et al. (2013). We included three Lica-
nia species: L. sprucei (Hook.f.) Fritsch (clade L3), L. heter-
omorpha Benth. (clade L4), and L. alba (Bernoulli)
Cuatrec. (clade L5). We also included Parinari campestris
Aubl., Chrysobalanus icaco L., Couepia guianensis Benth.,
and two species of the genus Hirtella (H. physophora
Mart. & Zucc. and H. racemosa Lam.).
Fresh leaf tissue samples were immediately frozen in
liquid nitrogen and stored at 80 °C. We also used sil-
ica-dried leaf tissue stored at ambient temperature for
one species (L. heteromorpha). All leaf tissues were col-
lected from well-defined populations near Kourou,
French Guiana (locations 5°040N; 52°420W and 5°230N;
52°540W).
DNA extraction and library preparation
Leaves were ground in a ZM 200 centrifugal mill (Retsch,
Hahn, Germany) through a 0.5 mm sieve, in liquid nitro-
gen and at full speed. We then used a TissueLyser II
(Qiagen, Courtaboeuf, France) to crush 10 mg of frozen
ground tissue with three glass beads (4 mm in diameter)
in a 2-mL microtube for two rounds of 1 min at 30 Hz
separated by a 45-s pause to prevent overheating of the
samples. Total DNA was then extracted using a DNeasy
Plant Mini Kit (Qiagen) following the manufacturer’s
protocol.
Five separate extractions were performed for each
plant, pooled and concentrated in a Speed Vac centrifuge
(Savant Instruments, Inc., Hicksville, NY, USA) to a total
volume of 100 lL. Quality and concentration of the DNA
samples were assessed on a 1% agarose gel and with a
Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific,
Delaware). We also applied the PicoGreen method
(Quant-iTTMPicoGreen; Molecular Probes Inc., OR,
USA) to measure the concentration of double-stranded
DNA (Murakami & McCaman 1999).
Library construction and sequencing was carried out
on a HiSeq 2000 Illumina sequencing system (Illumina,
San Diego, CA, USA). A separate library was constructed
for each species using the Illumina TruSeq DNA Sample
Prep v2 kit. Briefly, genomic DNA was sheared by soni-
cation and the fragments were end-repaired. Purified
fragments were A-tailed and ligated to sequencing
indexed adapters. Fragments with an insert size of
approximately 400 bp were gel-extracted and enriched
© 2014 John Wiley & Sons Ltd
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with 10 cycles of PCR for blunting DNA molecules
before library quantification and validation. Each
library was then hybridized to the HiSeq 2000 flow cell
using the Illumina TruSeq PE Cluster Kit v3. Bridge
amplification was performed to generate clusters, and
paired reads of 101 nucleotides were collected on the
HiSeq 2000 sequencer, using the Illumina TruSeq SBS
Kit v3 (200 cycles). Hirtella physophora was sequenced
on 1/12th of a lane during a preliminary test. The
seven other libraries were multiplexed on one lane
of the HiSeq 2000 flow cell, with each library on 1/24th
of a lane.
Sequence assembly
Image analysis and base calling were automatically
performed using the Illumina software CASAVA 1.8.
Plastid genomes (ptDNA), mitochondrial genomes
(mtDNA) and nuclear ribosomal clusters (nrDNA)
were reconstructed using a script based on the UNIX
command awk (Aho et al. 1979) and Python scripts (OBI-
TOOLS, freely available at http://metabarcoding.org/
obitools). Bioinformatics analyses were conducted on a
computer cluster of the GENOTOUL bioinformatics plat-
form (http://bioinfo.genotoul.fr/, Toulouse, France).
Because the closest complete ptDNA, mtDNA and
nrDNA genomes available in public genomic databases
were from species belonging to distant clades [either
euphorbioids or salicoids according to Xi et al. (2012),
we performed de novo assemblies rather than read
mapping on a reference. First, we reconstructed short
sequences (the probes) unambiguously originating
either from ptDNA or from nrDNA. All reads were
BLAST-searched against the phylogenetically closest
genomes available on GenBank: Jatropha curcas L.,
Euphorbiaceae (GenBank accession no.: NC_012224) for
ptDNA and Linum usitatissimum L., Linaceae (GenBank
accession number: EU307117) for nrDNA. Reads with
a match of at least 90% were assembled into small
contigs using the Velvet assembler (Zerbino & Birney
2008). Second, we used these probes to initiate the
genome assembly process by in silico genome walking:
using the extractreads2 program (included in the OBI-
TOOLS package), we selected sequence reads including a
‘word’ of at least 80 bases shared with the probes, the
newly selected reads were subsequently used as
probes and this process was repeated until no new
read was identified (for an overview of classical gen-
ome walking in eukaryotes, see Leoni et al. 2011). This
approach is similar in spirit to the strategy imple-
mented for mitochondrial genomes in the MITObim
(Hahn et al. 2013). Finally, the selected reads were
joined using COPE when overlapping (Liu et al. 2012)
and assembled using the Velvet assembler (Zerbino &
Birney 2008). A script example is avaialble from Dryad
(doi: 10.5061/dryad.78p90). The few resulting contigs
were manually assembled using GENEIOUS V6.0.5 (Kearse
et al. 2012). For each accession, we assembled a com-
plete plastid genome and a nuclear ribosomal unit
comprising the complete sequence of 26S, 18S and 5.8S
genes and internal transcribed spacers (ITS1 and ITS2).
For the nuclear ribosomal DNA, we did not assemble
the internal gene spacer (IGS) because of the complex-
ity of this region which is rich in duplications and
inversions.
We also assembled large contigs of the mitochondrial
genome (mtDNA). Short repeated sequence elements can
represent up to 10% of the mtDNA in plants (Kubo et al.
2000), which impedes the assembly of the complete mito-
chondrial genome based on short fragments. Moreover,
ptDNA and mtDNA may share very similar sequences,
sometimes as long as several kilobases (Stern & Lonsdale
1982). We discovered that since mtDNA is underrepre-
sented in leaf cells compared to ptDNA, shared
sequences were an issue only for mtDNA assembly. We
thus focused on the assembly of mitochondrial genes
and their flanking regions. Reads that showed a match
higher than 90% with ptDNA when BLAST-searched
against ptDNA were filtered out. The remaining reads
were assembled into long contigs as previously
described, using as a reference the mitochondrial gen-
ome of Ricinus communis L., Euphorbiaceae (GenBank
accession number: NC_015141). Only those contigs that
unambiguously contained mtDNA genes were used for
subsequent analyses.
Reads were finally mapped to the obtained sequences
and annotation of the consensus sequences was per-
formed in GENEIOUS V6.0.5. The newly generated
sequences are available on GenBank (see Table 1 for
accession numbers).
Phylogenetic reconstructions
For each cellular compartment, sequences were aligned
along with outgroup sequences using MAUVE (Darling
et al. 2004) and MAFFT (Katoh et al. 2002) as provided
through the GENEIOUS V6.0.5 platform. Genome align-
ments were subsequently manually refined and the
GBLOCKS program was used to avoid spurious informative
characters caused by issues in automatic genome align-
ment due to indels and inversions (Castresana 2000;
Talavera & Castresana 2007). Conserved and flanking
positions were defined as shared by at least half the
sequences with a maximum of eight contiguous noncon-
served positions in at least 10-nucleotides long blocks.
All gap positions were discarded. We also discarded
the second inverted repeat region from the ptDNA
alignment to avoid considering twice the same
© 2014 John Wiley & Sons Ltd
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information. Alignments are available from Dryad (doi:
10.5061/dryad.78p90). The ptDNA-based tree was
rooted with complete plastid Malpighiales genomes
available on GenBank: Jatropha curcas, Manihot esculenta,
Populus alba and Ricinus communis (GenBank accession
numbers: NC_012224, NC_010433, NC_008235 and
NC_016736). The mtDNA-based tree was rooted using
the complete mitochondrial genome of Ricinus communis
(NC_015141), the only complete mitochondrial genome
in the Malpighiales currently available on Genbank. The
nrDNA-based tree was rooted with the only complete
nuclear ribosomal region in the Malpighiales available
on GenBank, that of Linum usitatissimum (EU307117). The
number of variable sites and of parsimony informative
characters (PICs) was calculated using MEGA v5.05 (Tam-
ura et al. 2011).
The alignments were partitioned according to the
best-fit nucleotide substitution model determined using
the PARTITIONFINDER software (Lanfear et al. 2012). Input
files corresponded to the most finely partitioned scheme
possible i.e. individual partitions for each codon position
of each protein-coding gene, for each rRNA, for each
tRNA and for each noncoding region. In PARTITIONFINDER,
we used the “greedy” algorithm (heuristic search) with
branch lengths estimated as “unlinked” and tested the
two models implemented in RAXML v7.2.8 (Stamatakis
2006): GTR+Γ and GTR+I+Γ. The optimal partitioning
schemes and substitution models (see Tables S2 and S3,
Supporting information) were used in subsequent phylo-
genetic reconstructions.
Phylogenetic reconstruction was performed by maxi-
mum likelihood inference (ML) using the RAXML soft-
ware. Branch support for the topology was assessed by
bootstrapping the original data set 1000 times. We also
used the Bayesian approach as implemented in MRBAYES
v3.2.1 (Ronquist & Huelsenbeck 2003). In these analyses,
MCMCMC were run for 100 million generations, sam-
pling parameters and trees every 1000 generations. Two
independent runs each with four chains were executed
simultaneously. The convergence of the chains was
assessed by the Average Standard Deviation (ASD) in
split frequencies across generations between the two
runs. For all analyses, ASD was lower than 0.001 after
excluding 25% of the samples as the burnin. Fifty per
cent majority-rule consensus trees and their associated
Bayesian posterior probabilities were generated with the
sumt command in MRBAYES after discarding the first 25%
of the samples as the burnin of the chains. The same
analyses were conducted with alignments comprising
only nonintronic transcribed sequences and with a con-
catenated data set comprising ptDNA, mtDNA and
nrDNA using Ricinus communis as an outgroup (Gen-
Bank accession numbers: NC_016736 and NC_015141).
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Results
Genome sequencing
The total DNA samples contained at least 1.5 lg of
DNA, according to both Nanodrop and PicoGreen
instruments with 260/230 and 260/280 purity ratios
superior to 1.78 and 1.61, respectively. For each Illumina
library, between 10.6 and 17.8 million reads were
obtained per 24th of a lane (see Table S1, Supporting
information).
We were able to reconstruct a complete ptDNA genome
for all eight sampled species. The ptDNA genomes were
around 162 kb in size (average GC content: 36.2%), and
ptDNA sequencing depth was over 2259 for 1/24th of a
HiSeq 2000 lane (mean: 4889; Table 1). The fraction of
chloroplast reads varied among species between 2.4%
and 7.9% of the total reads (Table 1). The gene order was
conserved among the eight species and was the same as
the other available ptDNA genomes of Malpighiales [as
an example, see Fig. S1 (Supporting information) for the
physical map of the plastid genome of Licania alba].
We also assembled around 250 kb of the mtDNA gen-
ome for all species. These partial genomes included all
genes but rps1, rps7, rps13, rps19, rpl10 and rpl16 (average
GC content: 44.5%). Reads unambiguously assigned to
mtDNA genomes ranged between 1.4% and 3.2% of the
total reads, and the sequencing depth was superior to
819 for mtDNA (mean: 1329; Table 1).
Finally, a nrDNA contig including the complete
sequence of 18S, ITS1, 5.8S, ITS2 and 26S was assembled
for each species (mean size: 6485 bp; average GC con-
tent: 56%). The sequencing depth was greater than 7459
for nrDNA (mean: 14329; Table 1). Between 0.32% and
1.13% of the reads matched nrDNA sequences.
Phylogenetic results
After discarding the second inverted repeat region and
ambiguously aligned sites, the ptDNA genome align-
ment comprised 109 474 nucleotide sites of which 1900
(1.7%) were variable and only 376 were parsimony infor-
mative within Chrysobalanaceae (Table 2). Half of the
variable sites were found in noncoding regions. The ML
tree and the Bayesian consensus tree had almost exactly
the same topology, and only differed in the placement of
C. icaco. All nodes but two received bootstrap values
≥85% and all but the same two had Bayesian posterior
probabilities equal to 1 (Fig. 1a). The trees obtained with
the data set including only plastid nonintronic tran-
scribed sequences had the same topology but the nodes
were less strongly supported: only three nodes received
bootstrap values ≥85% and four nodes had posterior
probabilities equal to 1. T
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The mtDNA sequence alignment comprised 155 509
nucleotide sites, of which 1009 (0.6%) were variable and
of these, 224 were parsimony informative (Table 2). Most
of the variable sites (92%) were located in noncoding
regions. The ML and Bayesian trees obtained with the
data set comprising nontranscribed sequences were both
poorly supported, but the few supported nodes were
consistent with those supported in the ptDNA phylog-
eny. The trees obtained with only mitochondrial nonin-
tronic transcribed sequences were even more poorly
resolved (Fig 1b).
The alignment of the nuclear ribosomal region
comprised 5609 nucleotide sites. Of these, 220 were
variable and 85 parsimony informative (Table 2). With
3.9% of polymorphic sites, this nuclear region was
found to be more variable than the other two genomic
compartments. However, phylogenetic reconstructions,
be they based on datasets including nontranscribed
regions or not, produced poorly resolved trees and
they only strongly supported the placement of the two
closely related Hirtella species within the same clade
(Fig. 1c).
Finally, the concatenated data set resulted in almost
the same phylogenetic hypothesis as the one obtained
with ptDNA alone, excepted for the placement of L. alba
and with a generally lower node support (Fig. 1d).
 Hirtella physophora
 Hirtella racemosa
 Licania heteromorpha
 Licania alba
 Licania sprucei
 Couepia guianensis
 Chrysobalanus icaco
 Parinari campestris
 Outgroup
86/1
97/1
100/1
00/1
100/1
/
0.001
(a)
 Hirtella physophora
 Hirtella racemosa
 Licania heteromorpha
 Couepia guianensis
 Licania sprucei
 Licania alba
 Parinari campestris
 Chrysobalanus icaco
 Ricinus communis
100/1
100/1
/
0.001
(b)
 Couepia guianensis
 Licania alba
 Chrysobalanus icaco
 Hirtella physophora
 Hirtella racemosa
 Licania heteromorpha
 Parinari campestris
 Licania sprucei
 Linum usitatissimum
73/0.86
74/1
/
0.005
(c)
 Hirtella physophora
 Hirtella racemosa
 Licania heteromorpha
 Licania sprucei
 Couepia guianensis
 Licania alba
 Chrysobalanus icaco
 Parinari campestris
 Ricinus communis
96/1
98/1
100/1
/
0.001
(d)
Fig. 1 Maximum likelihood phylogenetic trees for eight Chrysobalanaceae species obtained with complete plastid genome (ptDNA;
panel a), partial mitochondrial genome (mtDNA; panel b), nuclear ribosomal region (nrDNA; panel c) and the concatenation of ptDNA,
mtDNA and nrDNA (panel d). Branch lengths are drawn proportional to number of nucleotide substitutions per site, excepted for the
branch leading to the outgroup that has been cut for scaling purposes. Bootstrap support values (using RAXML) and Bayesian posterior
probabilities (from 50% majority-rule consensus trees obtained using MRBAYES) are reported when bootstrap values are superior to 70%.
Bootstrap values higher than 85% are highlighted in bold. The part of the trees shaded in grey represents outgroups included in these
analyses.
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Discussion
The value of shotgun sequencing for plant phylogenetics
We showed that shallow shotgun sequencing helps gener-
ate full organelle genomes for plant phylogenetic recon-
struction and may be implemented for virtually all
angiosperm species. This method is not based on PCR, so
it alleviates much of the hurdles encountered in ampli-
con-based approaches. In addition, the method does not
require a purification of ptDNA prior to sequencing, so
laboratory work is greatly simplified. As a result, we
obtained entire ptDNA genomes for eight species in a
family for which little previous genomic study had been
carried out (Yakandawala et al. 2010; Bardon et al. 2013).
Unlike recent phylogenomic studies (Xi et al. 2012), we
reconstructed full genomes, including noncoding regions.
The sequencing depth of the ptDNA genomes was such
that base-calling errors are very unlikely. This method
represents about a ten-fold reduction in the assembled
per-nucleotide sequencing cost compared with capillary
sequencing. Such costs are likely to further drop in the
future, especially if more species can be multiplexed in
one run.
The Illumina library production was a critical techni-
cal step, and although 1–5 lg DNA is required as per the
manufacturer’s protocol, we found that much lower
DNA quantities would suffice to generate good data (see
also Straub et al. 2012; Besnard et al. 2013). In our study,
it was relatively straightforward to obtain enough good
quality DNA, and this limitation should be the focus of
forthcoming technological improvements.
Towards a refined phylogeny of Chrysobalanaceae
The phylogenetic hypothesis obtained with complete
ptDNA is consistent with the one published by Yakan-
dawala et al. (2010) and Bardon et al. (2013). However, in
previous analyses, almost none of the deep nodes were
supported. As a result, while the monophyly of genera
such as Hirtella and Parinari were suggested, the para-
phyly of Licania could only be postulated. In the present
analysis, five of the seven nodes are strongly supported
in both ML and Bayesian analyses, but since Chrysoba-
lanaceae comprise 18 genera, only five of which are
included in the present study, we cannot draw definitive
conclusions about the monophyly of genera in this fam-
ily. However, our analysis is consistent with the exis-
tence of a Neotropical clade comprising the Hirtella,
Licania and Couepia genera, and the basal position of
Paleotropical members of the family. Through our analy-
sis, the paraphyly of genus Licania is now strongly sup-
ported, and this has serious implications for the
systematics of the family. A systematic revision of this
large genus is now in need, and work in this direction is
underway (C. A. Sothers, G. T. Prance & M. W. Chase,
unpublished results). Parinari might be the basal-most
lineage in our sampling and Chrysobalanus, a species-
poor genus present in the coastal vegetation of both the
Neotropics and Africa, might be more closely related to
the Neotropical clade than to Parinari. At this point, our
results do not allow us to discuss further the molecular
systematics of this family, a question which we postpone
to a forthcoming study including a more comprehensive
taxon sampling.
On the relative merits and limits of mtDNA and
nrDNA in plant phylogenomics
Unlike ptDNA, we were unable to fully reconstruct the
complete mtDNA genome, due to its complex structure in
plants, with many repeated regions. The few studies that
included complete mtDNA genomes of plants (e.g. Riva-
rola et al. 2011) reported a genome size of about 500 kb.
Here, we were able to assemble c. 250 kb of the mtDNA
genome, including almost all the mitochondrial genes.
The total length of mtDNA exons of our assembled
regions is less than 30 kb (Table 2), a low figure compared
with the ptDNA genome. Plant mtDNA genomes are
highly dynamic (Galtier 2011), but they evolve mainly by
intragenomic recombination through repeated sequences
(Lonsdale et al. 1988), and appear to have a slower substi-
tution rate than ptDNA (Wolfe et al. 1987; Palmer & Her-
bon 1988). Our results are in line with these observations
with twice less variable sites in mtDNA vs. ptDNA
(Table 2). Thus, the value of assembling large regions of
mtDNA for phylogenetic reconstructions appears debat-
able, at least in Chrysobalanaceae.
The nuclear ribosomal region contained a proportion
of variable characters twice higher than ptDNA. These
results are in agreement with studies comparing evolu-
tionary rates among plant cell genomes (Hamby & Zim-
mer 1992; Doyle 1993). In spite of this variability, the
nrDNA phylogenetic tree was poorly resolved. One pos-
sible interpretation is the fast evolutionary rate of
nrDNA (e.g., Grimm & Denk 2008), compared to ptDNA
and mtDNA (Wolfe et al. 1987). This could lead to a high
level of homoplasy, thus decreasing the phylogenetic
information in this DNA region. The many nuclear cop-
ies of the ribosomal unit also evolve under concerted
evolution, which is known to increase homoplasy (Hillis
et al. 1991), probably because of GC-biased gene conver-
sion (Galtier 2003; Escobar et al. 2011). Other phenomena
such as the presence of paralogous copies and/or pseud-
ogenes interfering with the sequencing of nrDNA
(Alvarez & Wendel 2003) may further contribute to
© 2014 John Wiley & Sons Ltd
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explain the poor resolution of nrDNA-based phyloge-
netic hypotheses in plants.
Our study confirms the importance of ptDNA geno-
mic information to reconstruct deep nodes in the phylog-
eny of Chrysobalanaceae, and possibly of other plant
lineages. On the other hand, mtDNA and nrDNA pro-
vided only marginally more information than ptDNA.
An obvious next step would be to sequence nuclear ex-
ons through RNA sequencing (Zimmer & Wen 2012), but
this is a far more technical step and one that critically
depends on the question being addressed.
Implications for DNA barcoding
The present study also brings novel insight to plant
DNA barcoding. Much emphasis has been placed in dis-
covering DNA-based techniques to identify tissue sam-
ples based on sequencing small DNA fragments, an
approach that has shown some promise in ecology (Vo-
gler & Monaghan 2007; Gonzalez et al. 2009; Hibert et al.
2013; Quemere et al. 2013), in the traceability of products
of the food industry (Di Pinto et al. 2013; Perez-Jimenez
et al. 2013), in enforcing international regulations
regarding biodiversity and biological resources (Arm-
strong & Ball 2005; Ardura et al. 2010), and in forensics
(Dawnay et al. 2007). For plants, the consortium for the
barcoding of Life has reached an agreement after much
debate only in 2010, and fragments of two fragments of
ptDNA exons have been chosen (rbcL and matK) to
become the official barcoding markers (CBOL Plant
Working Group 2009). Developing large DNA banks for
these two markers is invaluable for many areas of
research, but since we are now able to produce a full
ptDNA genome, it is worthwhile asking if developing
full ptDNA genome libraries would be advantageous
over classic DNA barcode libraries (Kane et al. 2012).
The technology described here produces ptDNA
genomes at a tenth of the cost per base compared with
the typical DNA barcode (c. 1.3 kb when concatenated).
Hence, the cost of producing a full ptDNA genome cur-
rently is only about an order of magnitude larger than
that of producing just the rbcL and matK barcodes. This
cost gap is likely to reduce in the near future. Indeed,
novel multiplexing approaches are expected, while San-
ger sequencing costs are unlikely to go down now.
Since they rely on small DNA fragment sequencing,
Illumina-based approaches are particularly suited to
sequence heavily degraded genomes, thus facilitating a
sound molecular characterization of rare or extinct spe-
cies and increasing the potential use of species collec-
tions conserved in herbariums and museums
(Guschanski et al. 2013). In addition, full ptDNA
sequencing offers far more opportunities for detecting
informative regions useful both in plant systematics and
DNA barcoding, following the strategy of Shaw et al.
(2007). Also, base-calling error is low for Illumina plat-
forms, especially when the sequencing depth is 1009 or
higher. Finally, full ptDNA sequencing does not conflict
with the currently established DNA barcoding strategy,
since rbcL and matK would also be sequenced.
Conclusion
This study reports on a rapid and reliable method to gen-
erate plant organellar genomic data using a new-genera-
tion sequencing technology. We have demonstrated that
this method is easy to implement even in tropical plant
families, and that it yields robust data for organellar
genomes. The evolutionary histories based on ptDNA
and mtDNA sequences published here should not be
misconstrued as definitive because they ignore several
lineages in the family and the bulk of the nuclear DNA
information, but they set the stage of future studies. For
Chrysobalanaceae, and probably for other tropical plant
families, this approach should help generate much more
robust phylogenetic trees than in any previous study.
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Fig. S1 Physical map of the plastid genome (ptDNA) of Licania
alba, drawn with the OGDRAW software (Lohse et al. 2007).
Fig. S2 Maximum likelihood phylogenetic trees for eight Chry-
sobalanaceae species obtained with nonintronic transcribed
sequences of plastid genome (panel a), mitochondrial genome
(panel b) and nuclear ribosomal region (panel c). Branch lengths
are drawn proportional to number of nucleotide substitutions
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Table S1 Quantity and quality of total DNA used for eight
Chrysobalanaceae species and number of reads obtained after
sequencing. H. physophora was sequenced on a 12th of a HiSeq
2000 lane whereas the other species were sequenced on a 24th of
a HiSeq 2000 lane.
Table S2 Optimal partitioning scheme and best-fit models iden-
tified by the PARTITIONFINDER software with model choice
restricted to models available in RAXML for alignments compris-
ing nontranscribed regions (hereafter labelled “nc”). Alpha and
the proportion of invariant sites have been estimated using
RAXML.
Table S3 Optimal partitioning scheme and best-fit models iden-
tified by the PARTITIONFINDER software with model choice
restricted to models available in RAXML for alignments compris-
ing only nonintronic transcribed regions. Alpha and the propor-
tion of invariant sites have been estimated using RAXML.
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Supplementary Materials 
Table S1. Quantity and quality of total DNA used for eight Chrysobalanaceae species and number of reads 
obtained after sequencing. H. physophora was sequenced on a 12th of a HiSeq 2000 lane whereas the other 
species were sequenced on a 24th of a HiSeq 2000 lane. 
Species 
Input DNA amount (µg) DNA purity 
Read count PicoGreen 
method 
Nanodrop 260/230 
ratio 
260/280 
ratio 
Chrysobalanus icaco 2.08 9.3 1.82 1.69 11,088,938 
Couepia guianensis 2.01 7.99 1.83 1.86 14,882,318 
Hirtella physophora 1.29 3.18 1.88 2.19 37,681,320 
Hirtella racemosa 3.05 7.6 1.85 2.47 16,088,770 
Licania abla 1.74 7.63 1.84 1.97 16,032,332 
Licania heteromorpha 1.52 8.05 1.8 1.65 13,921,506 
Licania sprucei 3.61 11.98 1.84 2.03 12,985,692 
Parinari campestris 3.27 10.74 1.78 1.78 11,940,730 
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Table S2. Optimal partitioning scheme and best fit models identified by the PartitionFinder software with model 
choice restricted to models available in RAxML for alignments comprising non-transcribed regions (hereafter 
labelled “nc”). Alpha and the proportion of invariante sites have been estimated using RAxML. 
Partition Partition content Substitution model Alpha 
Proportion 
of 
invariante 
sites 
nuclear ribosomal region (nrDNA) 
1 18S, 26S, 58S GTR+I+G 0.764 0.85 
2 ITS1, ITS2 GTR+G 0.945 0.36 
plastidic genome (ptDNA) 
1 atpI_pos1, clpP_exon2_pos1, nc120, nc123, nc132, ndhB_exon1_pos1, 
ndhC_pos1, ndhJ_pos1, psaA_pos1, psaB_pos1, psaC_pos1, psbA_pos1, 
psbF_pos1, psbH_pos2, psbM_pos1, rbcL_pos2, rpoB_pos1, 
rpoC1_exon1_pos1, rpoC1_exon2_pos1, rps11_pos2, rps12_exon1_pos2, 
rps14_pos2, rps19_pos1, trnC-GCA, trnF-GAA, trnG-GCC_exon2, trnH-
GUG, trnK-UUU_exon2, trnL-UAA_exon2, trnQ-UUG, trnS-GCU, trnT-
UGU, trnW-CCA, trnY-GUA, trnfM-CAU, ycf3_exon2_pos1  
GTR+I+G 1000 0.85 
2 nc1, nc11, nc137, nc14, nc15, nc38, nc39, nc58 GTR+G 1.804 0.45 
3 nc26, nc40, nc50, nc51, nc68, nc80, ndhF_pos2, ndhI_pos3, psaA_pos3, 
psaB_pos3, psbA_pos3, psbJ_pos3 
GTR+G 19.56 0.41 
4 atpB_pos2, atpH_pos2, atpI_pos2, nc114, ndhB_exon1_pos2, 
ndhB_exon2_pos2, psaA_pos2, psaB_pos2, psbA_pos2, psbF_pos2, 
psbJ_pos2, psbL_pos1, psbM_pos2  
GTR+I+G 1000 0.98 
5 accD_pos1, accD_pos2, ccsA_pos1, clpP_intron2, matK_pos1, 
matK_pos2, nc141, nc2, nc32, nc37, nc41, nc64, nc90, nc95, 
ndhA_exon2_pos3, ndhF_pos1, petB_exon1_intron1, petD_exon1_intron1, 
petL_pos1, petN_pos3, psaJ_pos3, psbH_pos1, psbN_pos3, rpl20_pos2, 
trnG-GCC_exon1, trnG-GCC_intron1, trnL-UAA_intron1, 
ycf3_exon2_pos3, ycf4_pos3  
GTR+G 3.329 0.43 
6 petN_pos1, psaC_pos2, psbE_pos2, psbN_pos1, rpl2_exon2_pos2, 
rps12_pos2, rrn16S, rrn23S, rrn4.5S, rrn5S, trnA-UGC_exon1, trnA-
UGC_exon2, trnD-GUC, trnE-UUC, trnI-GAU_exon1, trnI-GAU_exon2, 
trnK-UUU_exon1, trnL-CAA, trnL-UAA_exon1, trnL-UAG, trnN-GUU, 
trnP-UGG, trnR-ACG, trnV-UAC_exon2  
GTR+I+G 1000 0.98 
7 ccsA_pos3, nc100, nc102, nc103, nc107, nc138, nc142, nc144, nc145, 
nc16, nc19, nc27, nc28, nc29, nc31, nc34, nc36, nc55, nc56, nc57, nc62, 
nc67, nc70, nc72, nc76, nc79, nc8, nc81, nc9, ndhA_exon1_pos3, 
psbT_pos3, rpl16_intron1_exon1, rps3_pos3, rps8_pos3, trnK-
UUU_intron1a, ycf1_pos2, ycf1_pos3  
GTR+G 1.704 0 
8 atpA_pos3, atpB_pos3, atpE_pos3, atpH_pos3, atpI_pos3, 
clpP_exon1_pos3, clpP_exon2_pos3, matK_pos3, nc109, nc149, nc30, 
nc91, nc98, ndhA_exon2_pos1, ndhC_pos3, ndhD_pos3, ndhE_pos3, 
ndhF_pos3, ndhG_pos3, ndhH_pos3, ndhJ_pos3, ndhK_pos3, petG_pos3, 
petL_pos3, psaC_pos3, psaI_pos3, psbE_pos3, psbI_pos3, psbM_pos3, 
rpl20_pos3, rpl33_pos3, rpoA_pos3, rpoB_pos3, rpoC1_exon1_pos3, 
rpoC1_exon2_pos3, rpoC2_pos3, rps14_pos3, rps18_pos3, rps19_pos3, 
rps2_pos3, rps4_pos3, ycf3_exon1_pos3  
GTR+G 1.711 0.16 
9 cemA_pos3, clpP_exon3_pos3, clpP_intron1, nc20, nc21, nc22, nc23, 
nc33, nc43, nc48, nc49, nc54, nc61, nc65, nc69, nc71, nc78, nc82, nc83, 
GTR+G 5.221 0.23 
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nc88, ndhA_intron1, psbK_pos3, rpoC1_intron1, trnK-UUU_intron1b, 
ycf3_exon3_pos3  
10 nc10, nc101, nc106, nc108, nc139, nc140, nc143, nc150, nc66, nc7, nc74, 
nc75, nc77, nc99, rpl32_pos1, rpl32_pos2, rpl32_pos3, rps11_pos3 
GTR+G 5.472 0 
11 atpF_exon2_pos1, atpF_exon2_pos2, ccsA_pos2, cemA_pos1, 
cemA_pos2, clpP_exon1_pos2, nc119, nc133, nc92, ndhA_exon1_pos1, 
ndhD_pos1, ndhE_pos1, ndhG_pos1, ndhH_pos1, ndhI_pos1, ndhK_pos1, 
petL_pos2, psbF_pos3, psbK_pos1, rpl16_exon2_pos1, rpl20_pos1, 
rpl22_pos3, rpl2_exon2_pos3, rpl36_pos1, rpl36_pos2, rpoA_pos1, 
rpoA_pos2, rpoB_pos2, rpoC2_pos1, rpoC2_pos2, rps12_pos1, 
rps12_pos3, rps15_pos1, rps15_pos2, rps2_pos1, rps3_pos1, rps3_pos2, 
rps8_pos1, rps8_pos2, trnV-UAC_intron1, ycf3_intron1, ycf3_intron2  
GTR+G 336.1 0.56 
12 petB_exon2_pos2, petD_exon2_pos2, petN_pos2, psaI_pos2, psaJ_pos2, 
psbB_pos2, psbC_pos2, psbD_pos2, psbI_pos1, psbI_pos2, psbK_pos2, 
psbT_pos2, psbZ_pos2, rpl23_pos1, rpl2_exon1_pos1, rpl2_exon1_pos2, 
rpl2_exon2_pos1, rpoC1_exon1_pos2, rps12_exon2_pos1, 
rps12_exon2_pos2, rps12_exon2_pos3, rps7_pos2, trnG-UCC, trnI-CAU, 
trnM-CAU, trnR-UCU, trnS-GGA, trnV-GAC, trnV-UAC_exon1, 
ycf3_exon1_pos1, ycf3_exon1_pos2, ycf3_exon3_pos2  
GTR+G 1000 0.95 
13 atpA_pos2, atpE_pos2, clpP_exon2_pos2, clpP_exon3_pos2, nc112, 
nc113, nc115, nc116, nc131, nc134, nc136, nc42, ndhB_exon1_pos3, 
ndhB_exon2_pos1, ndhB_exon2_pos3, ndhB_intron1, ndhH_pos2, 
ndhI_pos2, ndhJ_pos2, ndhK_pos2, petA_pos2, petG_pos2, psaI_pos1, 
psbE_pos1, psbJ_pos1, psbL_pos2, psbZ_pos1, rpl14_pos2, rpl22_pos1, 
rpl23_pos2, rpl23_pos3, rpl2_exon1_pos3, rpl2_intron1, 
rpoC1_exon2_pos2, rps12_exon1_pos3, rps12_intron1, rps18_pos2, 
rps19_pos2, rps2_pos2, rps4_pos2, rps7_pos3, ycf2_pos1, ycf2_pos2, 
ycf2_pos3, ycf3_exon2_pos2, ycf4_pos2  
GTR+G 1000 0.81 
14 atpA_pos1, atpB_pos1, atpE_pos1, atpH_pos1, clpP_exon1_pos1, 
clpP_exon3_pos1, rpl14_pos1, rps11_pos1, rps12_exon1_pos1, rps7_pos1, 
ycf3_exon3_pos1  
GTR+G 1000 0.8 
15 accD_pos3, atpF_exon2_pos3, nc89, petA_pos3, petB_exon2_pos3, 
petD_exon2_pos3, psbB_pos3, psbC_pos3, psbD_pos3, psbH_pos3, 
psbZ_pos3, rbcL_pos3, rpl14_pos3, rpl16_exon2_pos3, rpl22_pos2, 
rpl36_pos3, rps15_pos3, ycf1_pos1  
GTR+G 4.901 0.23 
16 atpF_exon1_intron1, ndhA_exon1_pos2, ndhA_exon2_pos2, ndhC_pos2, 
ndhD_pos2, ndhE_pos2, ndhG_pos2, psbL_pos3, psbT_pos1, rpl33_pos1, 
rpl33_pos2, rps18_pos1  
GTR+G 1000 0.71 
17 petB_exon2_pos1, petD_exon2_pos1, petG_pos1, psaJ_pos1, psbB_pos1, 
psbC_pos1, psbD_pos1, psbN_pos2, rps14_pos1, trnA_UGC_intron1, trnI-
GAU_intron1, trnT-GGU  
GTR+G 1000 0.91 
18 nc124, nc125, nc128, nc135, nc73, petA_pos1, rbcL_pos1, 
rpl16_exon2_pos2, rps4_pos1, trnS-UGA, ycf4_pos1 
GTR+I+G 1.899 0.79 
mitochondrial sequences (mtDNA) 
1 atp1_pos2, atp4_pos2, atp9_pos1, ccmFC_exon2_pos1, cox1_intron1, 
cox2_exon2_pos2, nad1_exon4_pos3, nad2_exon1_pos1, 
nad2_exon2_pos1, nad2_exon3_pos1, nad2_exon4_pos1, 
nad2_exon4_pos3, nad3_pos1, nad4L_pos1, nad4_exon1_pos1, 
nad4_exon2_pos1, nad4_exon4_pos2, nad5_exon4_pos1, 
nad5_exon4_pos2, nad7_exon1_pos3, nad9_pos2, nc1, nc11, nc12, nc16, 
nc18, nc27, nc29, nc31, nc34, nc38, nc47, nc51, nc56, nc6, nc64, nc77, 
nc79, nc81, nc84, rpl5_pos2, rps10_exon1_pos2, rps10_exon2_pos2, 
rrn5S, trnS-GGA-cp, trnW-CCA  
GTR+I+G 0.02 0.82 
2 atp1_pos3, atp8_pos2, ccmC_pos3, ccmFC_exon2_pos3, GTR+G 1000 0.87 
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cox1_exon1_pos3, cox1_exon2_pos2, cox1_exon2_pos3, 
cox2_exon1_pos2, cox2_exon1_pos3, cox2_exon2_pos3, cox3_pos3, 
nad1_exon1_pos3, nad1_exon2_pos3, nad1_exon3_pos3, 
nad1_exon4_pos1, nad2_exon5_pos3, nad5_exon1_pos1, 
nad5_exon1_pos3, nad5_exon2_pos3, nad5_exon4_pos3, 
nad5_exon5_pos1, nad5_exon5_pos2, nad5_exon5_pos3, nad6_pos3, 
nad7_exon2_pos3, nad7_exon3_pos3, nad7_exon4_pos3, nad9_pos3, 
nc74, rps10_exon1_pos1, rps10_exon1_pos3, rps12_pos3, 
rps3_exon2_pos1, sdh4_pos2  
3 atp6_pos2, atp6_pos3, atp8_pos1, ccmB_pos2, ccmB_pos3, ccmFn_pos3, 
cob_pos2, cob_pos3, mttB_pos2, mttB_pos3, nad1_exon1_pos2, 
nad1_exon4_pos2, nad1_exon5_pos2, nad1_exon5_pos3, 
nad2_exon1_pos2, nad2_exon1_pos3, nad2_exon2_pos2, 
nad2_exon2_pos3, nad2_exon3_pos2, nad2_exon3_pos3, 
nad2_exon4_pos2, nad2_exon5_pos1, nad2_exon5_pos2, nad3_pos2, 
nad3_pos3, nad4L_pos2, nad4L_pos3, nad4_exon1_pos2, 
nad4_exon1_pos3, nad4_exon2_pos2, nad4_exon2_pos3, 
nad4_exon3_pos2, nad4_exon3_pos3, nad6_pos1, nad7_exon1_pos1, 
nad7_exon2_pos2, nc21, nc33, nc45, rps3_exon1_pos3, rps4_pos1, 
rps4_pos2, rps4_pos3, sdh3_pos2, sdh3_pos3, sdh4_pos1  
GTR+I+G 1.601 0.88 
4 nad2_intron4, nad4_intron2, nc13, nc39, nc40, nc50, nc63, nc69, nc7, 
rps3_intron1 
GTR+I+G 1.384 0.76 
5 ccmB_pos1, ccmFn_pos2, nad1_intron2, nad2_intron3, nad7_intron2, 
nad7_intron4, nc22, nc43, nc48, nc61, nc67, rps10_exon2_pos1, 
sdh3_pos1  
GTR+G 1000 0.82 
6 atp4_pos1, ccmFC_exon1_pos1, ccmFC_exon1_pos2, cob_pos1, 
matR_pos1, matR_pos3, nad1_exon1_pos1, nad2_intron1, 
nad4_exon3_pos1, nad4_intron1, nad4_intron3, nad7_intron3, nc2, nc24, 
nc26, nc46, nc73, nc85, rpl5_pos1, rps10_intron1, rps12_pos1, 
rps12_pos2, rps3_exon1_pos1, rps3_exon1_pos2, rrn18S, trnD-GUC, 
trnE-UUC, trnH-GUG, trnM-CAU3, trnN-GUU-cp, trnP-UGG2, trnS-
UGA  
GTR+I+G 1000 0.36 
7 atp4_pos3, atp8_pos3, ccmC_pos1, ccmFC_exon2_pos2, ccmFn_pos1, 
matR_pos2, mttB_pos1, nad7_exon1_pos2, nad7_exon3_pos2, 
nad7_exon5_pos2, nc17, nc3, nc32, nc35, nc37, nc44, nc49, nc5, nc54, 
nc55, nc59, nc60, nc62, nc71, nc75, nc78, rpl5_pos3, rps3_exon2_pos2, 
trnF-GAA, trnY-GUA  
GTR+I+G 1.823 0.79 
8 ccmFC_exon1_pos3, nad7_exon5_pos3, nc15, nc20, nc23, nc25, nc28, 
nc30, nc4, nc41_nad5_exon3_nc42, nc52, nc58, nc65, nc66, nc68, nc70, 
nc72, nc76, nc8, nc80, nc9, rps10_exon2_pos3, rps3_exon2_pos3, trnP-
UGG1  
GTR+G 2.187 0.68 
9 atp6_pos1, cox1_exon1_pos1, cox1_exon2_pos1, cox2_exon1_pos1, 
cox3_pos1, nad1_exon2_pos1, nad1_exon3_pos1, nad1_exon5_pos1, 
nad4_exon4_pos1, nad4_exon4_pos3, nad5_exon2_pos1, nad5_intron4, 
nad7_exon2_pos1, nad7_exon3_pos1, nad7_exon4_pos2, 
nad7_exon5_pos1, nc10, nc19, rrn26S, sdh4_pos3, trnC-GCA, trnG-GCC, 
trnK-UUU, trnM-CAU1, trnM-CAU2, trnQ-UUG, trnS-GCU  
GTR+G 1000 0.97 
10 ccmC_pos2, cox1_exon1_pos2, cox3_pos2, nad1_exon2_pos2, 
nad1_exon3_pos2, nad5_exon1_pos2, nad5_exon2_pos2, nad6_pos2, 
nc36, nc53  
GTR+G 1000 0.96 
11 atp1_pos1, atp9_pos2, ccmFC_intron1, cox2_exon2_pos1, nad5_intron1, 
nad7_exon4_pos1, nad7_intron1, nad9_pos1, nc14, nc57 
GTR+G 1000 0.87 
12 atp9_pos3, nc82, nc83  GTR+G 1000 0 
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Table S3. Optimal partitioning scheme and best fit models identified by the PartitionFinder software with model 
choice restricted to models available in RAxML for alignments comprising only non-intronic transcribed 
regions. Alpha and the proportion of invariante sites have been estimated using RAxML. 
Partition Partition content Substitution model Aplha 
Proportion 
of 
invariante 
sites 
nuclear ribosomal region (nrDNA) 
1 18s, 26s, 58s       GTR+I+G 0.598 0.824 
plastidic genome (ptDNA) 
1 atpI_pos1, clpP_exon2_pos2, ndhB_exon1_pos1, ndhB_exon2_pos1, 
ndhC_pos1, ndhH_pos3, ndhJ_pos1, ndhJ_pos2, psaA_pos1, psaB_pos1, 
psaC_pos1, psbA_pos1, psbF_pos1, psbM_pos1, rbcL_pos2, rpl14_pos2, 
rpl16_exon2_exon1_pos2, rpl23_pos2, rpoB_pos1, rpoC1_exon1_pos1, 
rpoC1_exon2_pos1, rps11_pos2, rps12_exon1_pos2, rps14_pos2, 
rps2_pos2, rps4_pos1, trnC-GCA, trnF-GAA, trnH-GUG, trnK-
UUU_exon2, trnL-UAA_exon2, trnQ-UUG, trnS-GCU, trnS-UGA, trnT-
UGU, trnW-CCA, trnY-GUA, trnfM-CAU, ycf3_exon2_pos1, ycf4_pos1 
GTR+I+G 1000 0.855 
2 atpH_pos3, clpP_exon3_pos3, ndhC_pos3, ndhF_pos2, ndhJ_pos3, 
petN_pos3, psaA_pos3, psaB_pos3, psaJ_pos3, psbA_pos3, psbE_pos3, 
psbI_pos3, psbJ_pos3, psbK_pos3, rpl20_pos3, rpoB_pos3, 
rpoC1_exon2_pos3, rpoC2_pos3, rps14_pos3, rps2_pos3 
GTR+G 2.132 0.321 
3 atpB_pos2, atpI_pos2, ndhB_exon1_pos2, ndhB_exon2_pos2, 
psaA_pos2, psaB_pos2, psbA_pos2, psbF_pos2, psbL_pos1, psbM_pos2 
GTR+I+G 1000 0.973 
4 atpH_pos2, petN_pos1, psaC_pos2, psbE_pos2, psbI_pos1, psbN_pos1, 
rpl2_exon2_pos2, rps12_pos2, rrn16S, rrn23S, rrn4.5S, rrn5S, 
trnA_UGC_exon1, trnA_UGC_exon2, trnD-GUC, trnE-UUC, trnG-UCC, 
trnI-CAU, trnI-GAU_exon1, trnI-GAU_exon2, trnK-UUU_exon1, trnL-
CAA, trnL-UAA_exon1, trnL-UAG, trnN-GUU, trnP-UGG, trnR-ACG, 
trnR-UCU, trnV-UAC_exon1, trnV-UAC_exon2 
GTR+I+G 1000 0.977 
5 atpA_pos3, atpE_pos3, atpI_pos3, clpP_exon1_pos3, matK_pos3, 
ndhD_pos3, ndhE_pos3, ndhF_pos3, ndhG_pos3, ndhH_pos1, ndhI_pos3, 
ndhK_pos3, psaC_pos3, psbM_pos3, psbT_pos3, rpl14_pos3, 
rpl16_exon2_exon1_pos3, rpl22_pos2, rpl32_pos1, rpl36_pos3, 
rpoA_pos3, rps11_pos3, rps15_pos3, ycf3_exon3_pos3 
GTR+G 1.263 0 
6 accD_pos1, accD_pos2, ccsA_pos1, matK_pos1, matK_pos2, 
ndhA_exon2_pos3, ndhF_pos1, psbH_pos1, psbK_pos1, psbL_pos3, 
rps15_pos2, ycf3_exon2_pos3, ycf4_pos3 
GTR+G 2.405 0.433 
7 atpA_pos1, atpB_pos1, atpE_pos1, atpH_pos1, clpP_exon1_pos1, 
clpP_exon2_pos1, clpP_exon3_pos1, petG_pos2, petL_pos2, petN_pos2, 
psaI_pos2, psbH_pos2, psbK_pos2, psbZ_pos2, rpl14_pos1, rpl23_pos1, 
rpl2_exon1_pos1, rpl2_exon2_pos1, rps11_pos1, rps12_exon1_pos1, 
rps12_exon2_pos1, rps12_exon2_pos2, rps12_exon2_pos3, rps7_pos1, 
trnG-GCC_exon2, ycf3_exon3_pos1 
GTR+G 1000 0.825 
8 petB_exon1_exon2_pos2, petD_exon2_pos2, psaJ_pos2, psbB_pos2, 
psbC_pos2, psbD_pos2, psbE_pos1, psbI_pos2, psbT_pos2, 
rpl2_exon1_pos2, rps7_pos2, trnM-CAU, trnS-GGA, trnV-GAC, 
ycf3_exon1_pos2, ycf3_exon3_pos2 
GTR+G 1000 0.948 
9 atpA_pos2, atpE_pos2, clpP_exon3_pos2, ndhB_exon1_pos3, 
ndhB_exon2_pos3, ndhI_pos2, ndhK_pos2, petA_pos2, psaJ_pos1, 
psbL_pos2, psbT_pos1, rpl23_pos3, rpl2_exon1_pos3, rpl36_pos1, 
GTR+G 1000 0.792 
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rpoC1_exon1_pos2, rps12_pos1, rps12_exon1_pos3, rps14_pos1, 
rps19_pos2, rps4_pos2, trnG-GCC_exon1, ycf2_pos1, ycf2_pos2, 
ycf2_pos3, ycf3_exon1_pos1, ycf3_exon2_pos2 
10 accD_pos3, atpB_pos3, atpF_pos3, clpP_exon2_pos3, ndhA_exon2_pos1, 
petA_pos3, petB_exon1_exon2_pos3, petD_exon2_pos3, petG_pos3, 
petL_pos3, psaI_pos3, psbB_pos3, psbC_pos3, psbD_pos3, psbH_pos3, 
psbZ_pos3, rbcL_pos3, rpl33_pos3, rpoC1_exon1_pos3, rps18_pos3, 
rps19_pos3, rps4_pos3, ycf3_exon1_pos3 
GTR+G 1000 0.354 
11 atpF_pos2, cemA_pos1, cemA_pos2, clpP_exon1_pos2, 
ndhA_exon1_pos1, ndhA_exon2_pos2, ndhD_pos1, ndhE_pos1, 
ndhG_pos1, ndhI_pos1, petL_pos1, psaI_pos1, psbF_pos3, psbJ_pos1, 
psbN_pos3, psbZ_pos1, rpl20_pos2, rpl22_pos1, rpl2_exon2_pos3, 
rpl36_pos2, rpoA_pos2, rpoB_pos2, rpoC1_exon2_pos2, rpoC2_pos2, 
rps12_pos3, rps15_pos1, rps18_pos1, rps18_pos2, rps3_pos2, rps7_pos3, 
rps8_pos2, ycf4_pos2 
GTR+G 4.033 0.621 
12 atpF_pos1, ccsA_pos2, ndhH_pos2, ndhK_pos1, 
rpl16_exon2_exon1_pos1, rpl20_pos1, rpl22_pos3, rpoA_pos1, 
rpoC2_pos1, rps19_pos1, rps2_pos1, rps3_pos1, rps8_pos1 
GTR+G 1000 0.474 
13 petA_pos1, petB_exon1_exon2_pos1, petD_exon2_pos1, petG_pos1, 
psbB_pos1, psbC_pos1, psbD_pos1, psbJ_pos2, psbN_pos2, rbcL_pos1, 
trnT-GGU 
GTR+I+G 1.441 0.905 
14 ndhA_exon1_pos2, ndhC_pos2, ndhD_pos2, ndhE_pos2, ndhG_pos2, 
rpl33_pos1, rpl33_pos2 
GTR+G 1000 0.686 
15 ccsA_pos3, cemA_pos3, ndhA_exon1_pos3, rpl32_pos2, rpl32_pos3, 
rps3_pos3, rps8_pos3, ycf1_pos1, ycf1_pos2, ycf1_pos3 
GTR+G 1.816 0 
mitochondrial sequences (mtDNA) 
1 atp1_pos3, atp6_pos2, atp6_pos3, atp8_pos1, atp9_pos2, atp9_pos3, 
ccmB_pos3, ccmFn_pos3, cob_pos3, cox2_exon2_pos1, 
cox2_exon2_pos2, mttB_pos2, mttB_pos3, nad1_exon1_pos3, 
nad1_exon3_pos3, nad1_exon4_pos1, nad1_exon5_pos3, 
nad2_exon1_pos2, nad2_exon3_pos3, nad2_exon4_pos3, 
nad2_exon5_pos3, nad3_pos1, nad3_pos3, nad4L_pos3, 
nad4_exon1_pos3, nad4_exon2_pos3, nad4_exon3_exon4_pos2, 
nad4_exon3_pos2, nad4_exon3_pos3, nad5_exon4_pos1, nad6_pos1, 
nad7_exon1_pos3, nad7_exon2_pos2, nad7_exon3_pos3, 
nad7_exon5_pos3, rpl5_pos2, rps10_exon1_pos2, rps10_exon2_pos3, 
rps3_exon1_pos3, rps4_pos1, rps4_pos2, rps4_pos3, rrn5S, sdh3_pos1, 
sdh3_pos2, sdh3_pos3, sdh4_pos1 
GTR+I+G 0.02 0.51 
2 cob_pos2, nad1_exon1_pos2, nad1_exon4_pos2, nad1_exon5_pos2, 
nad2_exon1_pos3, nad2_exon2_pos2, nad2_exon2_pos3, 
nad2_exon3_pos2, nad2_exon4_pos2, nad2_exon5_pos1, 
nad2_exon5_pos2, nad3_pos2, nad4L_pos2, nad4_exon1_pos2, 
nad4_exon2_pos2 
GTR+G 1000 0.963 
3 atp1_pos2, atp4_pos1, atp8_pos3, atp9_pos1, ccmFC_exon2_pos1, 
cob_pos1, matR_pos1, matR_pos3, nad1_exon1_pos1, nad1_exon4_pos3, 
nad2_exon1_pos1, nad2_exon2_pos1, nad2_exon3_pos1, 
nad2_exon4_pos1, nad4L_pos1, nad4_exon2_pos1, nad4_exon3_pos1, 
rpl5_pos1, rps10_exon2_pos2, rps12_pos1, rps12_pos2, 
rps3_exon1_pos1, rps3_exon1_pos2, rrn18S, trnC-GCA, trnD-GUC, trnE-
UUC, trnH-GUG, trnM-CAU1, trnM-CAU2, trnN-GUU-cp, trnP-UGG2, 
trnS-GCU, trnS-GGA-cp, trnS-UGA, trnW-CCA, trnY-GUA 
GTR+G 1000 0.821 
4 atp4_pos3, atp8_pos2, ccmC_pos1, ccmC_pos2, ccmC_pos3, 
ccmFC_exon1_pos2, ccmFC_exon2_pos2, cox1_exon1_pos2, 
cox1_exon1_pos3, cox1_exon2_pos2, cox1_exon2_pos3, 
cox2_exon1_pos2, cox2_exon1_pos3, cox2_exon2_pos3, cox3_pos2, 
GTR+G 1000 0.706 
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cox3_pos3, nad1_exon2_pos2, nad1_exon2_pos3, nad1_exon3_pos2, 
nad5_exon1_pos2, nad5_exon1_pos3, nad5_exon2_pos2, 
nad5_exon2_pos3, nad5_exon4_pos2, nad5_exon4_pos3, 
nad5_exon5_pos1, nad5_exon5_pos2, nad5_exon5_pos3, nad6_pos2, 
nad7_exon2_pos3, nad7_exon4_pos3, nad9_pos3, rpl5_pos3, 
rps10_exon1_pos1, rps10_exon1_pos3, rps12_pos3, rps3_exon2_pos1, 
sdh4_pos2 
5 atp4_pos2, atp6_pos1, ccmB_pos1, ccmB_pos2, ccmFC_exon1_pos1, 
ccmFC_exon1_pos3, ccmFC_exon2_pos3, ccmFn_pos1, ccmFn_pos2, 
cox2_exon1_pos1, matR_pos2, mttB_pos1, nad4_exon1_pos1, 
nad5_exon1_pos1, nad6_pos3, nad7_exon1_pos2, nad7_exon3_pos2, 
nad7_exon5_pos2, nad9_pos2, rps10_exon2_pos1, rps3_exon2_pos2, 
rps3_exon2_pos3, sdh4_pos3, trnF-GAA, trnM-CAU3, trnP-UGG1 
GTR+I+G 1000 0.821 
6 atp1_pos1, cox1_exon1_pos1, cox1_exon2_pos1, cox3_pos1, 
nad1_exon2_pos1, nad1_exon3_pos1, nad1_exon5_pos1, 
nad4_exon3_exon4_pos1, nad4_exon3_exon4_pos3, nad5_exon2_pos1, 
nad7_exon1_pos1, nad7_exon2_pos1, nad7_exon3_pos1, 
nad7_exon4_pos1, nad7_exon4_pos2, nad7_exon5_pos1, nad9_pos1, 
rrn26S, trnG-GCC, trnK-UUU, trnQ-UUG 
GTR+G 1000 0.912 
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Figure S1. Physical map of the plastid genome (ptDNA) of Licania alba, drawn with the OGDRAW software 
(Lohse et al., 2007). 
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Figure S2. Maximum likelihood phylogenetic trees for eight Chrysobalanaceae species obtained with non-
intronic transcribed sequences of plastid genome (panel a), mitochondrial genome (panel b) and nuclear 
ribosomal region (panel c). Branch lengths are drawn proportional to number of nucleotide substitutions per site, 
excepted for the branch leading to the outgroup that has been cut for scaling purposes. Bootstrap support values 
(using RAxML) and Bayesian posterior probabilities (from 50% majority-rule consensus trees obtained using 
MrBayes) are reported when bootstrap values are superior to 70%. Bootstrap values higher than 85% are 
highlighted in bold. The part of the trees shaded in grey represents outgroups included in these analyses. 
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Chapitre 3 : Levée du voile sur l’histoire évolutive des Chrysobalanaceae grâce à l’utilisation de 
génomes chloroplastiques complets 
CHAPITRE 3 : LEVEE DU VOILE SUR 
L’HISTOIRE EVOLUTIVE DES 
CHRYSOBALANACEAE GRACE A 
L’UTILISATION DE GENOMES 
CHLOROPLASTIQUES COMPLETS 
1. CONTEXTE ET OBJECTIFS
Les Chrysobalanaceae sont représentatives du déséquilibre de diversité existant entre les 
forêts néotropicales et paléotropicales.  En comprenant leur histoire évolutive, nous ferons un 
pas de plus dans la compréhension de l’histoire évolutive des forêts tropicales. Cependant, les 
premières tentatives visant à comprendre les relations phylogénétiques au sein de cette famille 
sont restées vaines. Or, sans hypothèse phylogénétique fiable, il est impossible de tirer des 
conclusions quand à la mise en place de la distribution actuelle des espèces.  Grâce au 
développement de la méthodologie présentée dans le Chapitre 2,  permettant le séquençage et 
l’assemblage de génomes chloroplastiques complets,  nous avions pour objectif d’éclaircir 
l’histoire évolutive des Chrysobalanaceae.  
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2. MATERIEL ET METHODES
Grâce à la collaboration de nombreuses personnes, nous avons quasiment doublé le nombre 
d’espèces incluses comparé au Chapitre 1, s’élevant désormais à 144 espèces. Nous avons 
assemblé les génomes chloroplastiques complets de 50 d’entre elles,  regroupant 18 genres 
parmi les 20 décrits, et réalisé du séquençage Sanger sur les autres espèces dans le but de 
construire une hypothèse phylogénétique complète. A partir de cette nouvelle phylogénie, 
nous avons révisé le scénario biogéographique et le patron de diversification proposés dans le 
Chapitre 1.  
3. PRINCIPAUX RESULTATS
Nous avons obtenu une hypothèse phylogénétique basée sur les génomes chloroplastiques 
complets pour laquelle quasiment tous les nœuds étaient fortement soutenus. Elle est 
composée de cinq clades principaux, trois regroupant majoritairement des espèces 
paléotropicales, et deux clades néotropicaux dont un clade N rassemblant ~80% de la 
diversité en espèces. Cette phylogénie a été datée grâce à l’utilisation d’un fossile jugé 
suffisamment fiable. Nous avons confirmé que la famille était originaire des Paléotropiques, 
le clade le plus basal, représenté par Kostermanthus robustus, étant asiatique.  Nous avons 
également mis en évidence plusieurs évènements de dispersion transocéaniques. Enfin, quatre 
clades sur les cinq ont suivis un patron de diversification comparable, caractérisé par des taux 
de spéciation, extinction et diversification net inférieurs à ceux du clade N. 
4. CONCLUSION
L’utilisation de génomes chloroplastiques complets nous a permis  de lever le voile sur les 
relations phylogénétiques, en particulier inter-génériques, des Chrysobalanaceae. A partir de 
cette nouvelle hypothèse phylogénétique, nous avons suggéré certaines révisions 
taxonomiques. Nous avons également mis en évidence la capacité de cette famille originaire 
des Paléotropiques à se disperser, et en particulier à traverser les océans. Enfin, nous avons 
montré que les forêts néotropicales avaient subit un renouvellement en espèces important, cela 
étant probablement lié à l’histoire géologique et paléoclimatique complexe caractérisant les 
Néotropiques.  
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Ces travaux ont donné lieu à un article qui sera prochainement soumis dans American Journal 
of Botany : « Unravelling the complex biogeographical history of Chrysobalanaceae from 
plastid genomes » 
Léa Bardon, Cynthia Sothers, Ghillean Prance, Pierre-Jean G Malé, Zhenxiang Xi, Charles C 
Davis, Jerome Murienne, Roosevelt Garcia, Alberto Vicentini, Jerome Chave 
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Abstract 
Although Neotropical rainforests rank among the most diverse vegetation types on the planet, 
their origin and patterns of in situ diversification remain poorly understood. Here, we revisit 
the evolutionary history of Chrysobalanaceae, a pantropical tree family harboring 80% of its 
species in the Neotropics, using complete plastid genomes. Our phylogenetic hypothesis is 
almost fully supported at generic level. The basal lineages are overwhelmingly Paleotropical, 
with South-East Asian genus Kostermanthus the basal-most genus in this family. The large 
genus Licania clearly falls into four phylogenetically independent lineages. Ancestral area 
reconstruction supports a Paleotropical origin and multiple trans-oceanic dispersal events. A 
comparative analysis of diversification rates across regions shows a much faster species 
turnover inside the Neotropics. The first arrival into the Neotropics dates back to the mid-
Eocene (46 My), but a fast diversification has taken place only since the early Oligocene (34 
My), likely caused by the complex geological and paleoclimatic history of this continent, as 
suggested by Gentry over thirty years ago. Our study also highlights the usefulness of 
genomic data to resolve phylogenetic relationships in tropical plant lineages.  
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1.Introduction 
Although  Neotropical biogeography now has a long history (Cracraft 1973, 1985; Prance 
1974; Raven & Axelrod 1974; Simpson 1980; Gentry 1982), much recent research has 
advanced this field (Jaramillo et al. 2010; Brumfield 2012; Lohmann et al. 2013). Neotropical 
biogeography is complex because the study area is large, and its geological and paleoclimatic 
history is still fraught with controversies (Bush 1994). The Neogene uplift of the Andes has 
spurred drastic changes in atmospheric circulation and local climates, in the drainage systems 
and thus was responsible for the development of new environments (Gregory-Wodzicki, 
2000; Wesselingh et al., 2002; Insel et al., 2009; Hoorn et al., 2010). In turn these changes 
likely caused extensive opportunities for vicariance events (Gentry 1982; Fouquet et al. 2012; 
Naka et al. 2012; Ribas et al. 2012) and for spectacular radiations in Andean-centred lineages 
(Hughes et al. 2006; Nürk et al. 2013).  Such modifications at the continental scale could 
explain a rapid species turnover for widespread taxa.  
In addition to these in situ events, lineages may have migrated from and into South America, 
between the breakup of Gondwana (ca 100 million years ago, My), and the great biotic 
interchange between North and South America (3-10 My; Gentry 1982; Cody et al. 2010; 
Sepulchre et al. 2014). Multiple migration pathways have been suggested, along land 
corridors such as the North Atlantic land bridge (Tiffney 1985; Antonelli et al. 2009; 
Couvreur et al. 2011), Beringia (Manns et al., 2012), the Antarctic continent (Bartish et al., 
2011) or have resulted from trans-oceanic long-distance dispersal (Renner 2004). It is only by 
the accumulation of multiple biogeographical scenarios for unrelated taxa that the relative 
contribution of these dispersal pathways will be properly gauged.  
Modern biogeography and diversification analysis rest on the combination of well-resolved 
phylogenetic hypotheses, a solid fossil record (Sauquet et al. 2012), and model-based 
statistical inference (Ree 2005; Ree & Smith 2008; Silvestro et al. 2011; Matzke 2013). 
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Obtaining fully resolved phylogenetic trees remains a challenging step, because the statistical 
power of existing molecular-based reconstruction methods is inherently limited (Whitfield 
and Lockhart, 2007; Philippe et al., 2005, 2011). High-throughput DNA sequencing is poised 
to overcome some of these hurdles, as it makes available much larger genomic fragments, 
both from organelles and from the nuclear genome, at a reasonable cost (Glenn 2011; Cronn 
et al., 2012). These large datasets have already been found critically useful in phylogenetic 
inference (McCormack et al. 2012; Faircloth et al. 2013). Here, we fully sequenced plastid 
genomes (plastomes) for phylogenetic inference, an approach that has also been successfully 
followed for other plant groups (Parks et al., 2009; Straub et al., 2012; Xi, et al. 2012) , and to 
infer the phylogeny of basal plant lineages (Moore et al. 2010; Ruhfel et al. 2014).  
The present work is concerned with Chrysobalanaceae, a pantropical plant family whose 
center of diversity is in the Neotropics, and many representatives throughout the tropics. It is a 
medium-sized plant family (20 genera, 531 species; Prance and Sothers 2003; Sothers & 
Prance 2014; Sothers et al. 2014), sister to Euphroniaceae (Litt et al., 1999), a small family 
restricted to the South American tepuis of Guyana and Venezuela. Three Chrsyobalanaceae 
genera, Licania, Maranthes and Parinari, have been previously described as pantropical 
(Prance and White, 1988; but see Sothers et al. 2014). Chrysobalanus and Hirtella are 
currently described as amphiatlantic (Prance and White 1988). The fifteen remaining genera 
have a distribution restricted to a single continent. Several recent studies have used DNA 
sequencing to address the biogeography and systematic status of some of these genera 
(Yakandawala et al., 2010; Bardon et al., 2013; Sothers and Prance, 2014; Sothers et al., 
2014). The previously published biogeographical scenario was based on a poorly-supported 
phylogenetic tree, and this problem merits re-examination.  
The present contribution builds on these recent findings. We sequenced the full plastome of 
fifty-one strategically selected Chrysobalanaceae species (plus one representative of the 
outgroup), increased species coverage (for a total of 143 species), and reanalyzed the 
biogeography of Chrysobalanaceae. Based on this novel information, we address the 
following questions. (1) Are complete plastid genomes sufficient to resolve the phylogenetic 
tree of Chrysobalanaceae? (2) What is a plausible biogeographical scenario for this family? 
(3) Did the rate of diversification vary across continents? 
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2.Material and Methods
2.1. Study species 
In total, 143 Chrysobalanaceae species, ca 27% of the species described in this family, 
were included in this study, or twice the number of Bardon et al. (2013). We also included one 
representative of the sister group of the Chrysobalanaceae: Euphronia guianensis (R.H. 
Schomb.) Hallier f. (Euphroniaceae). Finally, we added representatives of the chrysobalanoid 
clade, sensu Xi et al. (2012): Trigonia sp (Trigoniaceae), Balanops pachyphylla Baill. Ex 
Guillaumin (Balanopaceae), but also Byrsonima crassifolia (L.) Kunth (Malpighiaceae), 
Putranjiva roxburghii Wall. (Putranjivaceae), Anthodiscus peruanus Baill. (Caryocaraceae), 
Clusia rosea Jacq. (Clusiaceae), Rhizophora mangle L. (Rhizophoraceae). A full list of the 
samples and of the accessions is available in the Supplementary Information (Table S1). 
2.2. DNA extraction, library preparation and sequencing 
2.2.1. DNA extraction 
Approximately 20 mg of frozen leaves were ground in a TissueLyser II (Qiagen, 
Courtaboeuf, France) with three glass beads (4 mm in diameter) in a 2 mL microtube for three 
rounds of 45 sec at 30 Hz separated by a 45s pause to prevent overheating of the samples. 
Total DNA of was then extracted with a Biosprint 15 (Qiagen) auto-extractor, following the 
protocol provided by the manufacturer. For the closest outgroups, Euphronia guianensis and 
Trigonia sp, total DNA was extracted from a silica-dried sample using Qiagen DNesy Plant 
Mini Kit following the manufacturer’s protocol. For the other outgroups, we used previously 
generated sequences (Xi et al. 2012) which were deposited at the National Center for 
Biotechnology Information (NCBI).  
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2.2.2. Sequencing 
Shotgun sequencing. 
Shotgun sequencing was carried out on a Hiseq 2000 Illumina sequencing platform with pair-
end 101-nucleotide reads (Illumina, San Diego, CA). A separate library was constructed for 
each species. Library preparation and sequencing followed standard protocols developed by 
the supplier. Genomic DNA was shared by sonication and the fragments were end-repaired. 
Purified fragments were ligated to sequencing indexed adapters. Fragments with an insert size 
of approximately 400 bp were gel-extracted and enriched with 10 cycles of PCR before 
library quantification and validation. Each library was then hybridized to the HiSeq flow cell 
using the Illumina TruSeq PE Cluster Kit v3. Twenty-four species were multiplexed per 
HiSeq 2000 lane. Bridge amplification was performed to generate clusters yielding ca. 10 
million reads per species (Malé et al., 2014). For Euphronia guianensis and Trigonia sp, 
Illumina TruSeq PE libraries were prepared with barcodes using the IntergenX Apollo 324 
platform, and sequencing was performed on a HiSeq 2500 Illumina sequencing platform, 
yielding ca. 21 million pair-end reads of 150 nucleotides per species. 
Sanger sequencing. 
To ensure that the lineages defined for the biogeographical analysis were robust, we 
complemented the above dataset with Sanger sequencing for 93 additional Chrysobalanaceae 
species. The sequenced regions were chosen on the basis of a selection of the plastid regions 
with the largest phylogenetic signal from the available plastid genomes. We performed locus 
prioritization quantitatively by measuring the statistical power of a set of characters to resolve 
branching order in a particular epoch in a phylogenetic tree. This analysis was performed 
using PhyDesign (López-Giráldez and Townsend, 2011). As a result of this procedure, five 
primer pairs were designed for two non-coding regions (rps4-trnT and psaJ-rpl33), the clpP 
intron 1 and two regions in the ycf1 gene (Table S2). Primers were designed using Geneious 
v.6.0.5 (Kearse et al., 2012). DNA amplification was performed using classic PCR protocols
(Supplementary Materials 1.1). PCR products were cleaned and sequenced on an ABI3730XL 
Automated DNA Sequencer. For Parinari parva Kosterm. and Parinari occidentalis Prance, 
we used the sequences generated by Sothers et al. (2014). Each sequence was manually edited 
and assembled on Geneious v.6.0.5. We successfully amplified and sequenced the four DNA 
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regions for 92-100% of the species, depending of the fragment. Sanger sequences were 
aligned with the plastid genomes using MAFFT (Katoh et al., 2002). 
2.3. Data analyses 
2.3.1. Plastome assembly and alignment 
Shotgun sequencing reads were de-novo assembled in contigs using scripts based on 
UNIX commands and python scripts (OBITools, http://metabarcoding.org/obitools). In brief, 
the strategy was to seed the search by a known plastid coding DNA sequence, and to walk the 
genome in silico, following the same procedure than in Malé et al. (2014). To help the 
assembly process, all plastid reads were also blasted against a Chrysobalanaceae reference 
genome and plastomes were visually controlled and annotated in Geneious v.6.0.5. Plastid 
genomes were aligned using MAFFT, as implemented in Geneious v.6.0.5. Gene order was 
conserved across the genomes. Alignments and annotations were then manually edited. The 
second inverted repeat region was discarded from the alignment. We removed highly variable 
regions with the GBlocks program (Castresana, 2000; Talavera and Castresana, 2007), as 
these generate noise during phylogenetic reconstruction.  
For plastid genes, we evaluated nucleotide saturation at each codon position using the R 
package APE 3.0-8 (Paradis et al., 2004). Specifically, we calculated the slope of the 
scatterplot of uncorrected pairwise nucleotide distances versus that computed with Kimura’s 
(1980) molecular evolution model, or K80 (Jeffroy and Brinkmann, 2006). None of the plastid 
coding regions was saturated. The final curated alignment included 129,234 nucleotide sites. 
Seven partitions were created from the annotated alignment: the two first codon positions, the 
third codon positions, gene introns, tRNA exons, tRNA introns, rRNAs and finally all the 
other non-coding regions. For each partition the most general GTR (general time-reversible) 
molecular evolution model with a Gamma distribution for rate variation among sites was 
chosen as a default.  
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2.3.2. Phylogenetic analyses 
Phylogenetic inference from complete plastid genomes. 
The topology of the phylogenetic tree was first reconstructed using maximum likelihood (ML) 
phylogenetic reconstructions using the RAxML software (Stamatakis et al., 2008). Tree 
branch support was assessed through bootstrapping the original data set ten thousand times.  
We then constructed a dated tree using the BEAST software v.1.8.0 (Drummond and 
Rambaut, 2007; see the Supplementary Materials 1.2 for further details). A single internal 
dating constraint was used: the crown age of genus Parinari (see below for a justification), 
which was constrained using a lognormal distribution (offset: 16.1 My, log(mean): 2.2, log(st 
dtev): 0.9). In addition, the Chrysobalanaceae-Euphroniaceae split was constrained using a 
normal distribution (mean: 75 My, st dev:1).  
Phylogenetic inference from plastid indels. 
From the curated plastome alignment, we listed indels shared by at least two species, and they 
were coded as a binary character. Short indels are more prone to homoplasy, hence we 
decided to only consider indels of at least 2 bp (Ashkenazy et al., 2014). We found a total of 
327 indels with a length ranging from 2 bp to 400 bp, the mean length being 17 bp. Using this 
character matrix, a phylogenetic reconstruction was run using RaxML with a binary 
evolutionary model (Lewis, 2001). 
Phylogenetic inference combining plastomes and Sanger sequences. 
To construct a tree including all species, we added the Sanger sequences to the existing 
alignment. We then performed a phylogenetic reconstruction using RAxML constrained with 
the plastome-based tree used as a backbone.  
2.4. Fossil record in Chrysobalanaceae 
In the fossil record, the best-known Chrysobalanaceae group is genus Parinari. Three 
macrofossils endocarps have been described, all dating back to the same period, the middle 
Miocene. The first Parinari fossil was found in fluvial sediments of the high plain of Bogotá 
(Colombia) and a Middle Miocene age has been suggested, although an early Pliocene age 
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cannot be ruled out (Wijninga 1996). The second was dated at 17.5-19 My and comes from 
the Cucaracha formation, Panama (F Herrera and S Manchester, personal communication). 
The last fossil was described as Parinari antiquum, found in an Ethiopian plant assemblage 
dated at 16.1 My (Tiffney, Fleagle & Brown 1994). This fossil has distinctive features that 
exclude a possible assignation to the sister genus Neocarya. Hence, we decided to retain 16.1 
My to constrain the crown age of the Parinari clade.  
Unlike Bardon et al. (2013) we here decided to exclude fossils attributed to Hirtella (Duarte & 
Mello Filha, 1980) and to Chrysobalanus (Wodehouse 1932) because their identification 
remains dubious. To our knowledge, the pollen fossil assigned to Chrysobalanus has not been 
re-examined recently by experts and confusion with other groups cannot be ruled out. The leaf 
macrofossil attributed to Hirtella is known to us only from the original publication and its 
assignment to family Chrysobalanaceae is also debatable. 
In recent studies on the order Malpighiales, the age of the Chrysobalanaceae-Euphroniaceae 
split was constrained using the aforementioned Chrysobalanus pollen fossil and was found to 
date back to 78 My (Davis et al. 2005) or 66 My (Xi et al. 2012).  We followed a different 
strategy: building a phylogenetic hypothesis including several outgroups, and dated with the 
fossils of Balanops caledonica (23.8 My, Simpson 1961) and Palaeoclusia chevalieri (89 My, 
Crepet et al. 1998), we found an age of 75 My (HPD: 72-78 My) for the Chrysobalanaceae-
Euphroniaceae split. This age was retained to constrain the base of the tree. 
2.5. Ancestral area reconstruction 
To infer the ancestral areas in Chrysobalanaceae, extant species included in the study were 
coded as being either present or absent in four geographical areas: North America, Central + 
South America, Africa (including the Mascarene islands and Madagascar), and South-East 
Asia. We decided to restrict our analysis to the plastome-based phylogeny, for which most of 
the nodes are resolved (see results), to avoid introducing erroneous signal in the 
biogeographical reconstruction.   
Ancestral area reconstruction models are often predicated on the assumption that in addition 
to cladogenesis events, as summarized in the user-supplied phylogenetic tree, two major 
processes may occur: dispersal from across ranges (irrespective of the extent of the range), 
and extinction from a region. Such models have been implemented in several statistical 
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packages (Ronquist, 1997; Ree and Smith, 2008; Landis et al., 2013). Here we used the 
BioGeoBEARS R-package (Matzke 2013), which allows probabilistic inference of ancestral 
geographic ranges on a phylogeny and comparison of different models of range evolution. 
BioGeoBEARS also includes explicitly long-distance dispersal, introducing founder-event 
speciation cladogenic event, wherein the new species arises in a range outside of the ancestral 
range. We inferred the evolution of geographical ranges in a likelihood framework, without 
constraining the directionality or timing of dispersal. Then, we assessed the fit of each model 
using AIC weights. In the ancestral reconstruction, we found that the model including the 
founder-speciation parameter was favoured (see Table S3), so the result section is based on 
this analysis only. 
2.6. Diversification rates analysis 
We inferred the diversification rates globally and in the main clades of the phylogenetic 
hypothesis as described in the results section. Here, we compared evolutionary rates across 
well-supported clades. One clade was much larger than the others, including ca 80% of the 
family species richness, and four others were much less diverse. First, we assumed equal rates 
among clades, then independent rates across clades. Third, we assumed differing rates 
between predominantly Paleotropical and predominantly Neotropical clades, and finally we 
assumed differing rates between the large Neotropical clade versus all other clades. Our 
inference was based on the method developed by Silvestro et al. (2011), which estimates rates 
of speciation, extinction and net diversification over the posterior distribution of trees 
generated by the BEAST phylogenetic tree reconstruction. Details are summarized in Table 
S4.  
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3.Results
In our plastome-based phylogenetic tree, only five nodes out of 51 were weakly supported 
(bootstrap support values < 70%; Figure 1; see Figure S3 for relationships between the 
different outgroups). The tree reconstructed from plastid indels confirmed some groupings 
found in the substitution-based tree (see Figure S1 of the Supplementary Materials). Adding 
of species in the phylogeny using the newly designed cpDNA markers confirmed that the 
plastome-based phylogenetic tree includes all major lineages in Chrysobalanaceae (Figure 2).  
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Figure 1: Plastome-based phylogenetic tree inferred from substitutions in 129,234 nucleotide sites and using a 
maximum likelihood reconstruction method (RAxML). Bootstrap values and posterior probabilities are indicated 
at each node (left and right, respectively). Only Euphronia guianensis is displayed as an outgroup, and branch 
length to the outgroup was reduced. 
Kostermanthus robustus was basal to the rest of the family.  Excluding this basal species, five 
clades are now described. Parinari clade A includes the pantropical genus Parinari (39 spp) 
and its African sister genus Neocarya (1 sp).  The next grading clade B has a predominantly 
African affinity, with genera Magnistipula (12 spp) being found in Africa and Madagascar, 
and Grangeria (2 spp), restricted to Madagascar and the Mascarenes islands.  It also contains 
Maranthes (12 spp), found mostly in Africa with the exception of two species (not included in 
this analysis), and the two Asian genera Parastemon (3 spp) and Atuna (8 spp). The next 
grading clade C includes the African genus Dactyladenia (30 spp) plus the species Hirtella 
zanzibarica. The next grading clade D includes two South American genera (Acioa, 6 spp; 
Exellodendron, 5 spp), one Asian genus (Angelesia, 1 sp) and one amphiatlantic genus 
(Chrysobalanus, 3 spp). Finally, the most derived clade N (for Neotropical) contains over 
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80% of Chrysobalanaceae species and it includes all Neotropical Licania, Couepia and 
Hirtella species and the African Afrolicania elaeosperma Mildbr.. Genus Licania, as currently 
circumscribed, falls into four well-defined groups. Licania michauxii Prance, the only North 
American species, has a basal position (clade NL1), a clade including L. minutiflora (Sagot) 
Fritsch is sister to genus Couepia (NL2), a third clade including L. heteromorpha Benth is 
sister to genus Hirtella (NL4), and the last clade includes most of the Licania species (NL3).  
According to our dated phylogenetic reconstruction, Chrysobalanaceae began to diversify 
around 53 My (Figure 3; HPD: 40-66 My). The family originated in the Paleotropics, and the 
most recent common ancestor (MRCA) of the family, excluding K. robustus, is African 
(Appendix). The first arrival of Chrysobalanaceae into the Neotropics is dated at ca 46 My 
(HPD: 37-58 My). Secondary dispersal events from South America into Africa occurred 
between 25 and 46 My (Chrysobalanus icaco, Afrolicania elaeosperma). In clade D, at least 
one dispersal event between Asia and South America has occurred at ca 22 My (HPD: 15-30 
My) as evidenced by the grouping of Exellodendron barbatum and Angelesia splendens. 
Within the Neotropical clade, Licania (clade NL4) and Couepia diversified from around 36 
My (crown age; HPD: 28-45) and 12 My (9-15 My) respectively. Diversification in Hirtella 
was younger, around 5.5 My (HPD: 4-7 My) (see Table S5 for more details concerning the 
results of the ancestral areas reconstruction).  
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Figure 2: Phylogenetic hypothesis obtained from the full 143-species dataset based on substitutions, constrained 
with the tree of Fig 1, and inferred using a maximum likelihood reconstruction method (RAxML). Only 
bootstrap values > 70% are reported. Thick branches indicate species for which the entire plastome is available. 
The outgroup was omitted for the sake of clarity. 
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Figure 3: Dated tree and ancestral reconstruction for Chrysobalanaceae. The Bayesian chronogram gives 
estimated molecular ages (in My). The ancestral reconstruction was inferred using the BioGeoBEARS software. 
States for unambiguous nodes are omitted for the sake of clarity. Ocean temperature curve is reported below the 
tree, based on a high-resolution deep-sea oxygen isotope record (Zachos et al., 2001).  
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Finally, we compared evolutionary rates across clades. The highest marginal likelihood was 
assigned to a model where the Neotropical clade had different birth and death rates than the 
other four clades taken together (see Table S4 for further information). We found a two-fold 
variation in net diversification rate between the Neotropical clade (λnet = 0.25 species/My) 
and the other four clades (λnet= 0.12 species/My). Figure 4 shows the posterior distributions 
of speciation, extinction, and net diversification rates for both groups.  
Figure 4: Inferred speciation, extinction, net diversification rates represented by the posterior rate estimates 
(relative densities).  The green curves represents the Neotropical clade, the red curve represents all other 
clades.  
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4.Discussion
4.1. Plastome-based phylogenetic reconstructions 
Using shotgun-sequencing technology, we were able to assemble 51 plastid genomes for 
the family, and almost all the plastid genes, rRNAs and tRNAs of two closely allied species, 
Euphronia guianensis and Trigonia sp. Our plastome dataset included eighteen genera of the 
twenty currently accepted (we missed the Asian Hunga and the African Bafodeya). We found 
that almost all the nodes were well supported (Figure 1). The main advance of the present 
work over previously published analyses (Yakandawala et al., 2010; Bardon et al., 2013) thus 
is to provide a robust phylogenetic hypothesis for the entire family Chrysobalanaceae. We 
also added a large number of additional species and verified that these additional species did 
fall into clades already defined by the plastome dataset.  
Since we were able to sequence entire plastomes, we were curious as to how information 
other than substitution events could help reconstruct the phylogenetic tree. This question now 
has a long history in molecular phylogenetics (Simmons & Ochoterena 2000; Bapteste & 
Philippe 2002; Ashkenazy et al. 2014). We confirmed that plastid indels carry a relevant 
phylogenetic signal and that the substitution-based phylogenetic hypothesis was almost 
entirely congruent. Given that the substitution-based tree was well supported, indels did not 
bring additional phylogenetic information. We note however than in other situations, indels 
may significantly help improve the phylogenetic hypothesis (Britten et al.  2003; Luan et al. 
2013). 
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4.2. Discoveries in Chrysobalanaceae species relationships 
Euphroniaceae is confirmed as the sister family of Chrysobalanaceae, and the branch 
length to Euphronia was found to be very long (SI Figure S3). The split between the families 
is predicted to have occurred 75 My ago, but diversification in Chrysobalanaceae only 
occurred some 22 My later, at around 53 My (Figure 3).  
The most basal lineage of Chrysobalanaceae is the little known tropical Asian genus 
Kostermanthus, represented in our analysis by Kostermanthus robustus Prance, one of the 
three species in this genus (Prance 1979). We were unable to generate further sequence data 
for genus Bafodeya, which was previously listed as a possible alternative basal lineage by 
Bardon et al. (2013), because the available accessions could not be sequenced and collection 
was made impossible by the Ebola outbreak in the distribution range of this relatively rare 
monotypic genus.   
Clade A confirmed the close affinity of Neocarya and Parinari and the monophyly of 
Parinari already suggested in Bardon et al. (2013). This clade plays an important role in the 
dating of the tree since the only reliable fossils in the family belong to genus Parinari. We 
reemphasize that all the dates in our phylogenetic tree are strongly contingent on the 
identification and dating of included Parinari fossils. We have decided to assign the fossil 
ages to the crown of the Parinari clade rather than to its stem because at about 17 My, 
Parinari was present in both America and Africa, and also because detailed morphological 
assessment could exclude an assignment of the fossils to Neocarya. 
Clade C included only the African genus Dactyladenia plus Hirtella zanzibarica Oliv. The 
other twenty-five South American Hirtella species included in our analysis formed a 
monophyletic group within the Neotropical clade, and molecular-based evidence suggests that 
they significantly differ from Hirtella zanzibarica. This finding is not totally surprising, given 
that H. zanzibarica is one of the only two species of that genus occurring in Africa (with the 
Malgasy H. Thouarsiana Baill. Ex Laness.). Du Petit-Thouars (1806) proposed to place H. 
zanzibarica in a segregate genus, named Thelira (Prance and White, 1988). Given the striking 
floral differences with Dactyladenia, this suggestion could probably be followed. Prance and 
Sothers (2003) however noted that the African species of Hirtella are similar to the South 
American species Hirtella martiana Hook.f., not included in the present study. It would be 
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important to further explore the affinity of more Neotropical Hirtella morphologically similar 
to African Hirtella, before genus Thelira can be resurrected. 
Clade D included Acioa, Chrysobalanus, Exellodendron, and Angelesia, a rather 
heterogeneous clade morphologically. Chrysobalanus and Acioa are basal to the clade, while 
Exellodendron is sister to Angelesia. This clade has a diversified flower structure, 
Chrysobalanus having actinomorphic flowers while the rest of the genera have weakly to 
strongly zygomorphic flowers. Also this group presents a pantropical distribution and is 
particularly widespread in Asia, but has a strikingly low diversity, with 28 recognized species 
in total (Prance & Sothers 2003).  
Finally, the large Neotropical clade is confirmed to be monophyletic. Our analysis reinforces a 
few recent results and unveils more results. Recently, Sothers et al. (2014) used five markers 
of which the low-copy nuclear gene, Xdh, to focus on the circumscription of species in genus 
Couepia. They found that two major clades could be defined, Couepia sensu stricto, and a 
clade representing a novel genus, which they named Gaulettia. On the basis of morphological 
characters, C. cognata was included in Gaulettia and this is confirmed by our phylogenetic 
hypothesis. A complete revision of genus Licania is in progress but some interesting patterns 
concerning the grouping of species can be highlighted. In our tree, Licania michauxii was 
found to be the most basal and a segregate lineage in the Neotropical clade. The presence of 
the only North American species in the lineage as basal is very interesting from a 
biogeographical standpoint, since the Neotropical clade may have originated from the 
paleotropics through the North Atlantic land bridge. The second Licania clade, NL2, included 
six species and was close to Couepia ss (but appeared paraphyletic and with moderate 
support). All species in clade NL2 are representatives of subgenus Moquilea (Aubl.) section 
Moquilea, with the exception of L. apetala (E.Mey.) Fritsch belonging to section leptobalanus 
(Prance and Sothers 2003). Hence, the hypothesis for a possible resurrection of genus 
Moquilea is that Moquilea is the sister clade of Couepia ss. Clade NL3 grouped most Licania 
species and displays a clear dichotomy resulting in two well-supported clades. The first one 
includes species belonging to subgenus Moquilea section leptobalanus with the exception of 
L. blackii Prance (subgenus Licania section Licania) and the second one grouped together 
species belonging to subgenus Licania section Licania, apart from L. unguiculata Prance 
(subgenus Moquilea section Leptobalanus). Clade NL4 found sister to the Hirtella ss clade 
had no clear reference to sections as defined in Prance and Sothers (2003) (but it also 
appeared paraphyletic with moderate support).  
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Finally, Afrolicania elaeosperma Mildbr., the only African species previously assigned to 
Licania and segregated into Afrolicania by Dissanayake (1999), belongs in the L. 
heteromorpha  clade NL3 (see also Bardon et al., 2013). We thus suggest that the generic 
name Afrolicania is invalid.  
4.3. A revised biogeographical history for 
Chrysobalanaceae 
The clarification of the phylogenetic hypothesis for Chrysobalanaceae sheds a new light 
on a number of dispersal routes followed by the clades in this family.  
The first arrival of Chrysobalanaceae into the Neotropics was dated ca 46 My ago (HPD: 37-
58 My), and the sister clade is African. Different interplate paths and land bridges have been 
suggested to explain such a dispersal pathway into the Neotropics. Given our dating of the 
arrival of the family into South America, the opportunity for a short-distance overseas 
dispersal via island chains in the southern Atlantic (Morley 2003, Pennington and Dick 2004) 
had probably already passed. Alternatively, a migration through Laurasia, and through the 
North Atlantic land bridge to reach North America, has been proposed to explain the 
pantropical distribution of some plant families (Antonelli et al. 2009). This pathway was 
likely possible at around 52 My ago (Zachos et al., 2001).  The uncertainty on the dating of 
the migration event is such that this scenario cannot be ruled out, and the presence of North 
American Licania michauxii at a basal position of the Neotropical clade could reinforce the 
idea of a widespread ancestor coming from North America. However, L. michauxii is a low 
shrub or suffrutex and the rest of the Chrysobalanaceae, with two exceptions in Parinari and 
one in Licania, are all trees or tall shrubs. It seems unlikely that all tree species in South 
America originated from a suffrutex species. 
In clade B, the split between Magnistipula/Grangeria and its sister clade dates back to 39 My 
ago (HPD: 30-48 My) and is suggestive of a dispersal event from Africa towards Southern 
Asia. Because of dating uncertainty, a migration through southern Laurasia, or across the 
Indian Ocean, are both conceivable. At that time, the Indian plate had split from Madagascar 
over 20 My ago but the two plates were closer than currently (Aitchison et al., 2007; Ali and 
Aitchison, 2008). Thus, we cannot exclude the possibility for the family to have reached India 
and used it as a stepping-stone before dispersing into Southern Asia. In support for this claim, 
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Atuna has two endemic species in India. The split between Atuna, found from Southern India 
to Samoa, and Parastemon, found from the Nicobar Islands to New Guinea, is dated around 
40 My (HPD: 32-51My).  
Some clades display examples of trans-oceanic migration. Exellodendron is confined to South 
America, and it split from its sister Asian Angelesia, some 22 My, thus suggesting a trans-
Pacific dispersal event. Likewise, Afrolicania elaeosperma results from a migration event ca 
31 My. Finally, both Maranthes (12 species, 8.5 My) and Parinari (39 species, 19 My) are 
relatively young and have a pantropical distribution. Maranthes has most probably an African 
origin, with a single species in Central America (M panamensis (Standl.) Prance & F.White), 
and another species widespread in Southeast Asia (M corymbosa Blume). These last two 
species were not included in our analysis but they were both confirmed as belonging in genus 
Maranthes by Sothers et al. (2014). Thus, Maranthes is a very interesting case of a genus with 
a confirmed pantropical distribution. The situation remains far less clear for Parinari, which 
appears to have a complex biogeographical history. 
4.4. Rates of diversification 
Almost 80% of species diversity in Chrysobalanaceae is included in our Neotropical clade 
(clade N). We inferred the rates of speciation, extinction, and net diversification in this clade 
and compared it with that of the other clades in the family. We found that clade N had both 
higher speciation (λ(N)=0.89; λ(ABCD)=0.34)  and extinction (µ(N)=0.64, µ(ABCD)=0.21) rates, 
compared with the other clades.  
We have previously inferred and discussed possible causes for the higher plant species 
turnover in the Neotropics (Bardon et al. 2013), and this could be related with the complex 
geological history of this continent. However, we also notice that clade D is about the same 
age as clade N and it is essentially Neotropical, yet it did not diversify as rapidly. Biological 
attributes, such as generation time or mechanisms of pollination, can influence diversification 
rates (Baker et al. 2014). Another hypothesis is that diversification in clade N may have been 
driven by the role of niche specialization in triggering diversification (Barraclough et al. 
1998). Indeed, Neotropical species are found in very contrasted habitats such as the arid 
caatinga, campinas, savannas or the margin of mangrove swamps (Prance and White, 1988).  
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A similar analysis of diversification rates was carried out for genera and major clades of 
Annonaceae, another pantropical family whose Neotropical species are essentially 
Amazonian-centred (Couvreur et al., 2011). Strikingly, using a Birth-Death model, similar net 
diversification rates were found for the short-branch clade of Annonaceae to those found for 
the Chrysobalanaceae Neotropical clade. This suggests that diversification may have been 
caused by similar processes in these families. However, their best model was a Pure-Birth 
model highlighting a gradual accumulation of species. 
We also compared diversification patterns across the main Neotropical clades, namely the 
Hirtella, Couepia, and Licania subg. Licania. No significant difference was found. Slightly 
lower speciation and extinction rates were found for Couepia, highlighting a less important 
species turn-over and a more gradual accumulation of species for this genus. 
4.5. Concluding remarks 
The tree of Chrysobalanaceae was almost completely resolved based on full plastomes, 
and it yields remarkable taxonomic novelties. We confirm the Paleotropical origin of the 
family, and suggest Kostermanthus as the most basal lineage. We also evidence the 
extraordinary propensity of trans-oceanic dispersal for this family. Finally, the diversification 
pattern of the family suggest that Amazonian rainforests diversity can at least in part be 
explained by an important turn-over of species, and is not just the result of rapid radiations of 
Andean-centered taxa or of a steady accumulation of lineages.  
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Supplementary Materials 
1. Methods
1.1. Laboratory protocol: DNA amplification 
A total of 1µL of DNA of each extract was added to 10 µL of PCR buffer. 1 µL of dNTP. 1 µL of 
each primer at a concentration of 20 µM. 0.2 µL of Taq polymerase and 35.8 µL of sterile water. 
DNA extracts were then placed into a thermocycler. the program used consisted in template 
denaturation at 93°C for 1 min followed by 35 cycles of denaturation at 93°C for 10 s. primer 
annealing at 50°C for 1 min and primer extension at 68°C for 1 min; followed by a final 
extension step of 2 min at 68°C. 
1.2. Details of the phylogenetic reconstruction using the BEAST software 
Substitution and clock models were unlinked to allow each partition to evolve independently. 
Divergence times were estimated under a lognormal uncorrelated relaxed clock method and using 
the Birth-Death Incomplete Sampling model of speciation. In these analyses, MCMC were run 
for 100 million generations. sampling parameters and trees every 10000 generations. Two 
independent runs each with four chains were executed simultaneously. The burn-in part of the 
MCMC was discarded (1/10 of the total number of generations). Post burn-in trees were merged 
using LogCombiner v. 1.6.1 (Drummond & Rambaut. 2007) and performance evaluated using 
Tracer v. 1.5 (Drummond & Rambaut. 2007). Mean evolutionary rates and divergence times were 
calculated using TreeAnnotator v. 1.6.1 after the removal of 25 burn-in. keeping target heights 
concerning the node heights option. The effective sampling sizes (ESSs) of each parameter were 
checked at the end of each simulation and were considered to be of good quality when above 200. 
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Table S1.  List of samples with their herbarium numbers, collection location and GeneBank 
accession number. Plastomes were obtained for the species in bold. 
Family Species Voucher 
Sampling 
country 
GeneBank 
accession 
number(s) 
Chrysobalanaceae Acioa  guianensis Aubl. KD5285 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Afrolicania 
ealeosperma Mildbr. 
GiD1563 Gabon 
Chrysobalanaceae Angelesia  splendens 
Korth. 
Ambri-ArifinW411 Indonesia 
Chrysobalanaceae Atuna racemosa Raf. RidsaleISU420 Philippines 
Chrysobalanaceae Chrysobalanus  
ellipticus Sol. Ex Sabine 
MH2314 Benin 
Chrysobalanaceae Chrysobalanus icaco L. KD5286 French 
guiana 
Chrysobalanaceae Couepia belemii Prance Sothers1531 Brazil 
Chrysobalanaceae Couepia bernardii 
Prance 
JH6/5 Peru 
Chrysobalanaceae Couepia bracteosa 
Benth. 
P00610245 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Couepia 
caryophylloides Benoist 
B443011 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Couepia coarctata 
Prance 
Sothers1519 Brazil 
Chrysobalanaceae Couepia excelsa Ducke  JC 152 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Couepia glabra Prance Sothers1516 Brazil 
Chrysobalanaceae Couepia grandiflora 
(Mart. & Zucc.) Benth. 
ex Hook.f. 
Sothers1507 Brazil 
Chrysobalanaceae Couepia guianensis 
Aubl. 
B421045 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Couepia habrantha 
Standl. 
LV109174 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Couepia impressa 
Prance 
Sothers1529 Brazil 
Chrysobalanaceae Couepia joaquinae 
Prance 
NH200492 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Couepia magnoliifolia 
Benth. ex Hook.f. 
P01860371 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Couepia monteclarensis 
Prance 
Maas9807 
Chrysobalanaceae Couepia morii Prance Sothers1470 Brazil 
Chrysobalanaceae Couepia obovata Ducke Q453 
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Chrysobalanaceae Couepia ovalifolia 
(Schott) Benth. ex 
Hook.f. 
Sothers1509 Brazil 
Chrysobalanaceae Couepia paraensis 
(Mart. & Zucc.) Benth. 
Sothers1510 Brazil 
Chrysobalanaceae Couepia 
paraensis_subsp_cerrad
oana Prance 
Duarte47 
Chrysobalanaceae Couepia parvifolia 
Prance 
Oliveira1713 
Chrysobalanaceae Couepia polyandra 
(Kunth) Rose 
J.Amith 1530 
Chrysobalanaceae Couepia rankiniae 
Prance 
Sothers1454 Brazil 
Chrysobalanaceae Couepia robusta Huber sothers167 Brazil 
Chrysobalanaceae Couepia rufa Ducke sothers 1528 Brazil 
Chrysobalanaceae Couepia sandwithii 
Prance 
Sothers1465 Brazil 
Chrysobalanaceae Couepia schottii Fritsch Sothers1532 Brazil 
Chrysobalanaceae Couepia spicata Ducke Sothers 1556 Brazil 
Chrysobalanaceae Couepia subcordata 
Benth. ex Hook.f. 
Sothers1511 Brazil 
Chrysobalanaceae Couepia uiti (Mart. & 
Zucc.) Benth. ex Hook.f. 
Parade26 
Chrysobalanaceae Couepia ulei Pilg. Sothers992 Brazil 
Chrysobalanaceae Couepia williamsii 
J.F.Macbr. 
PA10/55 Peru 
Chrysobalanaceae Dactyladenia barteri 
(Hook.f. ex Oliv.) 
Prance & F.White 
V101666 Democratic 
Republic of 
the Congo 
Chrysobalanaceae Dactyladenia bellayana 
(Baill.) Prance & 
F.White 
GiD1883 Gabon 
Chrysobalanaceae Dactyladenia buchneri 
(Engl.) Prance & 
Sothers 
V101849 Democratic 
Republic of 
the Congo 
Chrysobalanaceae Dactyladenia floretii 
Breteler 
GiD1939 Gabon 
Chrysobalanaceae Dactyladenia pallescens 
(Baill.) Prance & 
F.White 
PM5325 Cameroon 
Chrysobalanaceae Dactyladenia staudtii 
(Engl.) Prance & 
F.White 
PM5282 Cameroon 
Chrysobalanaceae Exellodendron 
barbatum (Ducke) 
Prance 
A110225 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Gaulettia amaraliae 
Prance 
Stevenson1011 Brazil 
Chrysobalanaceae Gaulettia canomensis 
(Mart.) Benth. ex 
Hopkins1438 Brazil 
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Hook.f. 
Chrysobalanaceae Gaulettia cognata 
(Steud.) Fritsch 
SL05 Peru 
Chrysobalanaceae Gaulettia elata Ducke Sothers1450 Brazil 
Chrysobalanaceae Grangeria borbonica 
Lam. 
LR291 Reunion 
Chrysobalanaceae Hirtella arenosa Prance MHT410 Brazil 
Chrysobalanaceae Couepia belemii Prance Sothers1531 Brazil 
Chrysobalanaceae Hirtella bicornis Mart. 
& Zucc.  
JC 149 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Hirtella bullata Benth. GP983 Brazil 
Chrysobalanaceae Hirtella ciliata Mart. & 
Zucc.  
KD5565 Guyana 
Chrysobalanaceae Hirtella davisii Sandwith JC 111 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Hirtella dorvalii Prance VIC2428 Brazil 
Chrysobalanaceae Hirtella duckei Huber JH6/515A Peru 
Chrysobalanaceae Hirtella elongata Mart. 
& Zucc. 
JH1/60 Peru 
Chrysobalanaceae Hirtella glabrata Pilg. VIC2321 Brazil 
Chrysobalanaceae Hirtella glandistipula 
Ducke 
P00610010 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Hirtella glandulosa 
Spreng. 
NH200142 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Hirtella hebeclada 
Moric. ex DC. 
PECB104 Brazil 
Chrysobalanaceae Hirtella macrosepala 
Sandwith 
B445070 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Hirtella magnifolia 
Prance 
JH6/95A Peru 
Chrysobalanaceae Hirtella margae Prance Q881 
Chrysobalanaceae Hirtella paniculata Sw. V200031 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Hirtella physophora 
Mart. & Zucc. 
French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Hirtella pilosissima 
Mart. & Zucc. 
TS55 Peru 
Chrysobalanaceae Hirtella punctillata 
Ducke 
FMC386 Brazil 
Chrysobalanaceae Hirtella racemosa Lam. FAC1966 Brazil 
Chrysobalanaceae Hirtella rodriguesii 
Prance 
JH6/123 Peru 
Chrysobalanaceae Hirtella suffulta Prance NH200131 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Hirtella tenuifolia 
Prance 
CETP125 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Hirtella triandra Sw. KD5694 Guyana 
Chrysobalanaceae Hirtella zanzibarica 
Oliv. 
OM2649 Mozambique 
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Chrysobalanaceae Kostermanthus robustus 
Prance 
Semengoh_Arboretum_tree1
099 
Chrysobalanaceae Licania alba (Bernoulli) 
Cuatrec. 
P00610185 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Licania amapaensis 
Prance 
CETP104 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Licania apetala 
(E.Mey.) Fritsch  
KD5423 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Hirtella araguariensis 
Prance 
NL110214 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Licania blackii Prance JH6/325 Peru 
Chrysobalanaceae Licania brittoniana 
Fritsch 
JH2/286 Peru 
Chrysobalanaceae Licania canescens 
Benoist 
NH200019 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Licania caudata Prance SAK651 Brazil 
Chrysobalanaceae Licania cf longistyla 
(Hook.f.) Fritsch 
JC 182 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Licania cordata Prance MHT486 Brazil 
Chrysobalanaceae Licania densiflora 
Kleinh. 
JC 140 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Licania discolor Pilg. VIC2411 Brazil 
Chrysobalanaceae Licania egleri Prance JH6/497A Peru 
Chrysobalanaceae Licania glabriflora 
Prance 
B445068 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Licania gracilipes Taub. FMC1700 Brazil 
Chrysobalanaceae Licania granvillei 
Prance 
Q451 
Chrysobalanaceae Licania guianensis 
(Aubl.) Griseb. 
PE1075 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Licania heteromorpha 
Benth. 
LV109473 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Licania hypoleuca 
Benth. 
NH22023 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Licania incana Aubl. SL9 Peru 
Chrysobalanaceae Licania intrapetiolaris 
Spruce ex Hook.f. 
PA12 Peru 
Chrysobalanaceae Licania irwinii Prance KD5287 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Licania laevigata Prance M17116871 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Licania lanceolata 
Prance 
FM206 Brazil 
Chrysobalanaceae Licania lata J.F.Macbr. TS33 Peru 
Chrysobalanaceae Licania latifolia Benth. 
ex Hook.f. 
PE5397 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Licania laxiflora Fritsch JC151 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Licania leptostachya 
Benth. 
Davidse-Gonzalez16030 
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Chrysobalanaceae Licania licaniiflora 
(Sagot) S.F.Blake 
P01860126 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Licania macrophylla 
Benth. 
KD5284 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Licania majuscula 
Sagot 
A110139 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Licania membranacea 
Sagot ex Laness. 
M17116059 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Licania michauxii 
Prance 
Chrysobalanaceae Licania micrantha Miq. NH200679 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Licania minutiflora 
(Sagot) Fritsch 
NH200220 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Licania octandra 
(Hoffmanns. ex Schult.) 
Kuntze 
LV109008 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Licania orbicularis 
Spruce ex Hook.f. 
SL7 Peru 
Chrysobalanaceae Licania ovalifolia 
Kleinh. 
NH200516 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Licania parvifructa 
Fanshawe & Maguire 
P0112631 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Licania petrensis Prance JH1/168 Peru 
Chrysobalanaceae Licania pyrifolia Griseb. AF28563 Venezuela 
Chrysobalanaceae Licania sprucei 
(Hook.f.) Fritsch. 
P01860159 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Licania tomentosa 
(Benth.) Fritsch. 
South Africa 
Chrysobalanaceae Licania unguiculata 
Prance 
MH10 Guyana 
Chrysobalanaceae Licania urceolaris 
Hook.f. 
JH6/576A Peru 
Chrysobalanaceae Magnistipula 
bimarsupiata Letousey 
V104615 
Chrysobalanaceae Magnistipula butayei 
De Wild. 
F2P2C2603 Central 
African 
republic 
Chrysobalanaceae Magnistipula glaberrima 
Engl. 
PM5354 Cameroon 
Chrysobalanaceae Maranthes gabunensis 
(Engl.) Prance 
GiD1917 Gabon 
Chrysobalanaceae Maranthes glabra 
(Oliv.) Prance 
GiD1845 Gabon 
Chrysobalanaceae Maranthes kerstingii 
(Engl.) Prance ex 
F.White 
F1F1C4986 Central 
African 
republic 
Chrysobalanaceae Maranthes robusta 
(Oliv.) Prance ex 
F.White 
MH2306 Benin 
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Chrysobalanaceae Neocarya macrophylla 
(Sabine) Prance ex 
F.White  
Nmac Senegal 
Chrysobalanaceae Parastemon urophyllus 
Wall. ex A.DC.) A.DC. 
Niyomdham1083 
Chrysobalanaceae Parinari anamensis 
Hance 
V105002 Laos 
Chrysobalanaceae Parinari brasiliensis 
(Schott) Hook.f. 
Brazil 
Chrysobalanaceae Parinari campestris 
Aubl.  
P00610261 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Parinari canarioides 
Kosterm. 
SAN-152336 Malaysia 
Chrysobalanaceae Parinari capensis Harv. 
subsp incohata F.White 
OM3613 South Africa 
Chrysobalanaceae Parinari congensis Didr. MH2255 Benin 
Chrysobalanaceae Parinari curatellifolia 
Planch. ex Benth.  
V116022 Mozambique 
Chrysobalanaceae Parinari excelsa Sabine GK0056 Gabon 
Chrysobalanaceae Parinari montana Aubl. LV109130 French 
Guiana 
Chrysobalanaceae Parinari oblongifolia 
Hook.f. 
SAN-152716 Malaysia 
Chrysobalanaceae Parinari occidentalis 
Prance 
Homeier & al. 3709 Ecuador 
Chrysobalanaceae Parinari parva Kosterm. Prance 30899 Malaysia 
Chrysobalanaceae Parinari sumatrana 
(Jack) Benth. 
2119-KEW Indonesia 
Euphroniaceae Euphronia guianensis  
(R.H.Schomb.) Hallier 
f. 
Trigoniaceae Trigonia Aubl. sp 
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Table S2. Sequences of plastid primers designed from complete plastid genomes 
Primer Sequence 
clppR 5'-AACGGAGGGCTTTTCTTCCA 
clppF 5'-ACTCTGTTTCGCCCAAGAAAGA 
psaJ 5'-TTCCCGGATGCGTTGACATT 
rpl33 5'-TCTTTACCCTTGGCCATGAGC 
rps4 5'-TTTTGCGGCGATACAAACGT 
trnT 5'-ATGGTCATCGGTTCGACTCC 
ycf1cF 5'-TGAACTCCATTATAGGTGCATTTAACA 
ycF1cR 5'-TCAATGCGAAACCAACGACG 
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Table S3: The relative probabilities of each model tested in the ancestral area reconstruction 
method calculated from AIC weights. Models include dispersal-extinction-cladogenesis (DEC). 
dispersal-vicariance analysis (DIVA), BayArea, and the same three models allowing for founder-
event speciation (+j). LnL: log-likelihood. AIC: Akaike information criterion. 
Model LnL AIC 
Relative 
Probability 
DEC -55.5 115 0 
DEC+j -43 91.92 52 
DIVA -51.1 106.1 0 
DIVA+j -43.1 92.23 44 
BayArea -67.5 139 0 
BayArea+j -45.4 96.88 4 
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Table S4. List of the diversification models compared using Bayes Factors. For each partitioning 
scheme, we assumed equal rates for clades grouped together in brackets. Then for each partition, 
a Birth-Death (BD) or a Pure Birth (PB) process is applied (Silvestro, Schnitzler & Zizka 2011). 
Partitioning 
scheme 
Diversification process 
applied to each partition 
Log 
marginal 
likelihood 
Bayes 
Factor (BF) 
2 ln(BF) 
Evidence against 
the best model 
(ABCDN) (PB) -390.90 48.8 7.78 strong 
(BD) -372.40 11.8 4.94 positive 
(ABCD)(N) (PB)(PB) -376.70 20.4 6.03 strong 
(BD)(BD) -366.50 0 
(PB)(BD) -374.50 16 5.55 positive 
(BD)(PB) -368.40 3.8 2.67 positive 
(ABC)(DN) 
(PB)(PB) -383.70 34.4 7.08 strong 
(BD)(BD) -370.70 8.4 4.26 positive 
(PB)(BD) -380.60 28.2 6.68 strong 
(BD)(PB) -373.60 14.2 5.31 positive 
(A)(B)(C)(D)(N) (PB)(PB)(PB)(PB)(PB) -380.10 27.2 6.61 strong 
(PB)(PB)(PB)(PB)(BD) -369.40 5.8 3.52 positive 
(PB)(PB)(PB)(BD)(PB) -380.60 28.2 6.68 strong 
(PB)(PB)(PB)(BD)(BD) -372.30 11.6 4.90 positive 
(PB)(PB)(BD)(PB)(PB) -379.80 26.6 6.56 strong 
(PB)(PB)(BD)(PB)(BD) -371.40 9.8 4.56 positive 
(PB)(PB)(BD)(BD)(PB) -380.10 27.2 6.61 strong 
(PB)(PB)(BD)(BD)(BD) -372.10 11.2 4.83 positive 
(PB)(BD)(PB)(PB)(PB) -380.10 27.2 6.61 strong 
(PB)(BD)(PB)(PB)(BD) -372.00 11 4.80 positive 
(PB)(BD)(PB)(BD)(PB) -380.70 28.4 6.69 strong 
(PB)(BD)(PB)(BD)(BD) -372.60 12.2 5.00 positive 
(PB)(BD)(BD)(PB)(PB) -379.80 26.6 6.56 strong 
(PB)(BD)(BD)(PB)(BD) -371.40 9.8 4.56 positive 
(PB)(BD)(BD)(BD)(PB) -380.10 27.2 6.61 strong 
(PB)(BD)(BD)(BD)(BD) -372.30 11.6 4.90 positive 
(BD)(PB)(PB)(PB)(PB) -377.30 21.6 6.15 strong 
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(BD)(PB)(PB)(PB)(BD) -369.30 5.6 3.45 positive 
(BD)(PB)(PB)(BD)(PB) -377.90 22.8 6.25 strong 
(BD)(PB)(PB)(BD)(BD) -369.80 6.6 3.77 positive 
(BD)(PB)(BD)(PB)(PB) -376.90 20.8 6.07 strong 
(BD)(PB)(BD)(PB)(BD) -368.80 4.6 3.05 positive 
(BD)(PB)(BD)(BD)(PB) -377.50 22 6.18 strong 
(BD)(PB)(BD)(BD)(BD) -369.2 5.4 3.37 positive 
(BD)(BD)(PB)(PB)(PB) -377.50 22 6.18 strong 
(BD)(BD)(PB)(PB)(BD) -369.20 5.4 3.37 positive 
(BD)(BD)(PB)(BD)(PB) -378.00 23 6.27 strong 
(BD)(BD)(PB)(BD)(BD) -370.00 7 3.89 positive 
(BD)(BD)(BD)(PB)(PB) -377.20 21.4 6.13 strong 
(BD)(BD)(BD)(PB)(BD) -369 5 3.22 positive 
(BD)(BD)(BD)(BD)(PB) -377.90 22.8 6.25 strong 
(BD)(BD)(BD)(BD)(BD) -369.60 6.2 3.65 
Positive 
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Table S5. Information relative to phylogenetic support, dating and ancestral area reconstruction 
for each node. As= Asia. Af= Africa. AmS= South America. AmN= North America. The 
correspondence for node numbers is available in Figure S2. 
Node BS PP 
Mean 
age 
(My) 
Height-
95% 
(HPD) 
As AmS AmN Af 
As 
AmS 
As 
Af 
AmS 
AmN 
AmS 
Af 
AsAmS
Af 
Remainder 
1 100 1 75 74-76 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 89.5 10.5 
2 100 1 53.5 40-66.5 12.9 0.0 0.0 11.5 0.0 75.3 0.0 0.0 0.0 0.4 
3 98 0.97 49 35.5-62.5 0.0 0.0 0.0 92.8 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 7.2 
4 100 1 40 31-49 0.0 0.0 0.0 90.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 9.9 
5 100 1 19 17.5-20.5 34.0 32.8 0.0 17.6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 15.6 
6 71 1 9.5 5.5-13.5 42.6 39.2 0.0 0.0 18.2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
7 100 1 18 16.5-19.5 0.0 0.0 0.0 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
8 90 0.99 48 38-60 0.0 0.0 0.0 79.6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 20.4 
9 100 1 41 33-52 58.4 0.0 0.0 28.8 0.0 12.8 0.0 0.0 0.0 0.0 
10 99 1 39 30-48 0.0 0.0 0.0 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
11 62 0.9 40.5 32-51 94.9 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 5.1 
12 100 1 16.5 12-22 56.6 0.0 0.0 24.5 0.0 18.9 0.0 0.0 0.0 0.0 
13 100 1 8.5 5-12 0.0 0.0 0.0 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
14 93 1 7.5 4-11 0.0 0.0 0.0 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
15 99 1 46 37-58 0.0 68.1 0.0 18.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 13.3 
16 100 1 36.5 28-47 0.0 0.0 0.0 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
17 100 1 18 12-24 0.0 0.0 0.0 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
18 100 1 1 0-2 0.0 0.0 0.0 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
19 64 0.72 46 36-57 0.0 89.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 10.5 
20 100 1 38 29.5-48 0.0 81.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 14.7 0.0 4.2 
21 47 0.74 37.5 29-47.5 0.0 37.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 42.8 10.6 9.5 
22 100 1 22 15-30 37.4 35.6 0.0 0.0 27.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
23 100 1 40 31-51 0.0 52.1 25.1 0.0 0.0 0.0 22.9 0.0 0.0 0.0 
24 97 1 39 30-50 0.0 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
25 100 1 27.5 20-35 0.0 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
26 100 1 22 15-30 0.0 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
27 100 1 12 9-15 0.0 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
28 100 1 8 6-10 0.0 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
29 88 1 7.5 5-10 0.0 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
30 99 1 6 4-8 0.0 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
31 100 1 10 7-13 0.0 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
32 100 1 8 6-10 0.0 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
33 100 1 5.5 4-7 0.0 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
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34 100 1 4.5 3-6 0.0 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
35 100 1 0.5 0-1 0.0 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
36 100 1 37 28.5-47 0.0 99.9 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1 
37 81 1 36 28.5-47 0.0 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
38 100 1 17 13-23 0.0 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
39 90 0.98 17 12.5-22 0.0 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
40 100 1 12.5 8.5-16.5 0.0 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
41 100 1 4.5 3-6 0.0 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
42 100 1 1 0-2 0.0 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
43 92 1 36 27-45 0.0 99.6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.4 
44 85 1 34.5 26-44 0.0 98.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 2.0 
45 100 1 5.5 4-7 0.0 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
46 91 1 5 3.5-6.5 0.0 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
47 98 1 4 2.5-5.5 0.0 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
48 50 1 33.5 25-43 0.0 89.4 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 10.6 0.0 0.0 
49 55 1 31.5 24-41 0.0 49.8 0.0 27.6 0.0 0.0 0.0 22.5 0.0 0.0 
50 100 1 13 8.5-18.5 0.0 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
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Figure S1. Phylogenetic tree based on plastid indels obtained using RaxML. Poorly supported 
nodes were polytomized for the sake of clarity. 
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Figure S2. Plastome-based phylogenetic tree (see Fig 1). Node numbers are labeled as reported 
in Table S5. 
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Figure S3. Consensus phylogenetic tree coming from the RaxML analysis based on cpDNA 
showing branch lengths between Chrysobalanaceae and the different outgroups. Euphroniaceae 
have a very long branch length. 
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CHAPITRE 4 : ANALYSE 
PHYLOGENOMIQUE ET 
BIOGEOGRAPHIQUE DES HUMIRIACEAE 
1. CONTEXTE ET OBJECTIFS
La famille des Humiriaceae présente une distribution amphiatlantique, l’ensemble des 
espèces la composant étant trouvé en forêt néotropicale à l’exception de Sacoglottis 
gabonensis distribué en Afrique de l’ouest. L’un des intérêts de cette famille est l’existence 
d’un registre fossile fiable, car révisé récemment, dans lequel nous pouvons trouver des 
représentants de quatre genres différents, dont un éteint. L’existence d’un tel registre fossile 
est rare pour les familles de plantes tropicales alors que ces fossiles sont indispensables pour 
correctement dater une hypothèse phylogénétique. Les objectifs étaient de (1) proposer une 
première phylogénie moléculaire des Humiriaceae, (2) apporter un cadre temporel relatif à la 
dispersion transatlantique de S. gabonensis et (3) proposer un patron de diversification pour 
cette famille. De plus, cette étude permettait de valider l’utilité du séquençage aléatoire global 
sur une autre famille d’arbres tropicale.  
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2. MATERIEL ET METHODES
Quatorze espèces, représentant ~25% des espèces décrites pour cette famille, ont été incluses 
dans cette étude. Nous avons utilisé la technique du séquençage aléatoire global sur neuf de 
ces espèces regroupant un représentant par genre, à l’exception de Sacoglottis pour lequel à la 
fois une espèce néotropicale et l’espèce africaine Sacoglottis gabonensis ont été choisies. Ces 
données ont permis de construire une hypothèse phylogénétique, datée à l’aide de plusieurs 
contraintes fossiles. Les taux de diversification ont été estimés à partir de l’hypothèse 
phylogénétique incluant toutes les espèces disponibles. 
3. PRINCIPAUX RESULTATS
Une première phylogénie moléculaire entièrement soutenue a été obtenue uniquement à l’aide 
de l’ensemble des régions codantes du génome chloroplastique. Le genre Humiria est apparu 
basal au reste de la famille. D’après la date de la dispersion de S. gabonensis, celle-ci  n’a  pu 
se faire que directement à travers l’océan.   
4. CONCLUSION
La phylogénie moléculaire a montré la nécessité d’une révision taxonomique des genres 
Sacoglottis et Schistostemon. Le cas de S. gabonensis apporte un nouvel exemple de 
dispersion à travers l’Atlantique d’ouest en est. Cela est intéressant car la majorité des 
exemples recensés mettent en avant des évènements de dispersion dans la direction opposée, 
en lien avec les courants marins qui étaient plus propices au transport de graines. Enfin, un 
renouvellement des espèces néotropicales a été mis en évidence. Cette étude a apporté un 
nouvel exemple de l’utilité des génomes chloroplastiques pour résoudre les relations 
phylogénétiques d’une famille d’arbre tropicale. 
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Cette étude s’est traduit par l’écriture d’un article qui sera prochainement soumis à 
International Journal of Plant Sciences :  
“Phylogenomics and biogeographical history of the family Humiriaceae” 
Léa Bardon, Jose Eduardo Miereless, Paul Manos, Daniel Sabatier, Charles Zartman, Jérôme 
Chave 
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Phylogenomics and biogeographical history of the 
family Humiriaceae 
Léa Bardon1, Jose Eduardo Miereless2, Paul Manos2, Daniel Sabatier3, Charles Zartman4, Jérôme
Chave1
1. Laboratoire Evolution et Diversité Biologique UMR 5174 CNRS Université Paul Sabatier, 31062 Toulouse,
France 
2. Department of Biology, Duke University, Durham, NC 27708-0338, USA
3. Institut de Recherche pour le Développement (IRD), UMR AMAP, TA40/PS2, 34398 Montpellier cedex 5, France
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Brazil 
In preparation for International Journal of Plant Sciences. 
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Abstract 
Humiriaceae is an almost endemic Neotropical family, given that one single species occurs in 
West Africa, for which no molecular based phylogenetic hypothesis has been proposed. One 
interesting feature concerning Humiriaceae is the existence of a recently revised, and thus 
reliable, fossil record. Here, we build a dated phylogenetic hypothesis including all genera using 
complete plastid genomes. The origin of the family is inferred in the early Paleocene and the 
genus Humiria appears basal to the rest of the family. The dispersal of Sacoglottis gabonensis 
into Africa would have occurred during the Miocene directly through the ocean. We highlight the 
usefulness of plastid genomic data to resolve phylogenetic relationships in tropical tree families. 
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1. Introduction 
Humiriaceae forms a well-delineated and relatively small plant family of woody, evergreen 
species, almost fully restricted to the Neotropics, with a single species found in western Africa. It 
has been poorly placed within the order Malpighiales, and it has successively been placed closest 
to Linaceae, Caryocaraceae, or Ixonanthaceae, based on morphological characters (Cuatrecasas 
1961, Naranya and Rao 1978, Bove 1997, Herrera et al. 2010). More recently, based on the 
sequencing of plastid DNA genes, it has been suggested to be the sister group of a large 
Malpighiales clade including notably Violaceae, Passifloraceae and Salicaceae, although this 
position remains weakly supported (Xi et al. 2012). The only systematic revision of the family 
dates back to Cuatrecasas (1961), who recognized 8 genera, three of which are monotypic, and 49 
species. Today, about 63 species are considered as valid (the Plant List). On the basis of 
morphological characters, Vantanea has been placed as ancestral to the family (Cuatrecasas 1961, 
Bove 1997, Herrera et al. 2010).  However, the limited information concerning infra-familial 
delineation for this family available in Xi et al. (2012) suggests otherwise. Based on age estimates 
of Davis et al. (2005), as inferred from molecular divergence estimates, Humiriaceae originated 
in the early Cretaceous, but Herrera et al. (2010, 2012) suggest a late Eocene age for the family. 
Hence, much remains to be discovered concerning the systematic arrangement both within 
Humiriaceae and relative to other families in the Malpighiales. The present paper aims at 
providing the first comprehensive DNA-based systematic analysis for Humiriaceae. 
Species in Humiriaceae share a number of interesting ecological features. All members of the 
family are mid-sized to large trees occupying essentially lowland to mid-mountain rain forest. 
They are essentially found in moist tropical forests but also in seasonally dry woodlands (e.g. in 
caatinga with for instance Schistostemon retusum (Ducke) Cuatrec. or in the Cerrado with notably 
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Humiria balsamifera Aubl., a widespread white sand specialist). The fruits are drupaceous with 
woody endocarps characteristic of animal-dispersed plants (Sabatier 2002). These fruits are 
remarkably well preserved in the fossil record and their unique morphology makes them easily 
identifiable.  This is an important point because the description of reliable fossils for tropical tree 
families is often a critical, and yet essential, step to calibrate a phylogeny and thus understand the 
evolutionary history of the family. In addition, the woody endocarps are buoyant, owing to the 
presence of cavities, especially in the Sacoglottis-Schistostemon group. Morris (1895) reported to 
have collected seed of Sacoglottis amazonica Mart. in Jamaica. This fruit was similar to another 
such drift fruit reported as early as 1606 and that had remained unidentified in curiosity cabinets 
for almost three centuries. He further noted that the same fruit had been collected as far north as 
the southern shores of England. This points to the great trans-oceanic dispersal potential of at 
least some of the species in this family.  
In this study, we used a time-calibrated phylogeny to evaluate the evolutionary history of 
Humiriaceae. In particular, we ask the following questions: Can genomic information help refine 
the phylogenetic hypothesis in Humiriaceae? When did the single extant member of the family 
migrate into Africa? We will finally discuss this novel evidence in the light of Amazonian 
diversification processes. 
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2.Material and Methods 
2.1. Study species 
Fourteen species, representing all extant genera and almost 25% of the species described in 
the family, were sampled by us or through DNA banks. We chose as outgroups, species for which 
genomic information was available and that grouped together with Humiriaceae in the recent 
study by Xi et al. (2012): Populus trichocarpa Torr. & A.Gray ex Hook. (Salicaceae), Caloncoba 
echinata (Oliv.) Gilg (Achariaceae), Passiflora ciliata Aiton (Passifloraceae) and Viola 
pubescens Aiton (Violaceae). 
2.2. DNA extraction, library preparation and sequencing 
DNA extraction 
Approximately 20 mg of frozen leaves were ground in a TissueLyser II (Qiagen, Courtaboeuf, 
France) with three glass beads (4 mm in diameter) in a 2 mL microtube for three rounds of 45 sec 
at 30 Hz separated by a 45 s pause to prevent overheating of the samples. Total DNA of was then 
extracted with a Biosprint 15 (Qiagen) auto-extractor, following the protocol provided by the 
manufacturer. DNA extractions were performed for all species except Schistostemon retusum 
(Ducke) Cuatrec. whose sequences were directly retrieved from NCBI (accession numbers in the 
Supplementary Information Table S1).  
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Sequencing 
New shotgun sequencing was performed on nine species, including at least one species per genus. 
In Sacoglottis, both the African species and another South American species were included. 
Shotgun sequencing was carried out on a Hiseq 2000 Illumina sequencing platform (Illumina, 
San Diego, CA). A separate library was constructed for each species. Library preparation and 
sequencing followed standard protocols developed by the supplier. Briefly, genomic DNA was 
shared by sonication and the fragments were end-repaired. Purified fragments were ligated to 
sequencing indexed adapters. Fragments with an insert size of approximately 400 bp were 
enriched with 10 cycles of PCR before library quantification and validation. Each library was 
then hybridized to the HiSeq 2000 flow cell using the Illumina TruSeq PE Cluster Kit v3 (see 
also Malé et al. 2014). To complement the above analysis, we included four species in the 
analysis, for which we sequenced five plastid coding regions: matKa, matKb, rbcLa, rbcLb, 
ndhF. Specific plastid primers were designed for the family using Geneious v.6.0.5 (Kearse et al., 
2012) from the plastid genomes obtained as part of this study (see appendix S2 for primer 
sequences). DNA amplification was performed using classic PCR protocols. A total of 1µL of 
DNA of each extract was added to 10 µL of PCR buffer, 1 µL of dNTP, 1 µL of each primer at a 
concentration of 20 µM, 0,2 µL of Taq polymerase and 35,8 µL of sterile water. Then, DNA 
extracts were placed into a thermocycler, the program used consisted in template denaturation at 
93°C for 1 min followed by 35 cycles of denaturation at 93°C for 10 s, primer annealing at 50°C 
for 1 min and primer extension at 68°C for 1 min; followed by a final extension step of 2 min at 
68°C. PCR products were cleaned and sequenced on an ABI3730XL Automated DNA 
Sequencer. 
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2.3. Data analyses 
Organelle genome assembly. 
Reads of the shotgun-sequenced species were separately assembled in contigs for the plastid 
genome and the nuclear ribosomal cluster using UNIX and python scripts (OBITools, 
http://metabarcoding.org/obitools). A de-novo plastid genome, the one of Humiria balsamifera 
Aubl., was generated using a Chrysobalanaceae plastid genome, as a reference. Then, the genome 
of H. balsamifera was used as a reference to map the reads of the other species and to guide their 
de-novo assembly. Following these two approaches helped minimize uncertainty as to the true 
sequence. The same procedure was followed for the assembly of the ribosomal cluster. For each 
Sanger sequence, complementary DNA strands were manually corrected and assembled using 
Geneious v.6.0.5. All plastid markers were successfully sequenced for all species included in the 
analysis.  
Alignment and dataset curation. 
The complete plastid genomes (cpDNA) and ribosomal clusters were annotated and aligned using 
MAFFT (Katoh & al, 2002). Alignments and annotations were then manually corrected. We 
discarded the second inverted repeat region from the cpDNA alignment to avoid considering 
twice the same information. All CDS (Coding DNA Sequence) were extracted as an alignment. 
We evaluated nucleotide saturation at each codon position of each gene using the R package APE 
3.0-8 (Paradis et al., 2004). Specifically, we calculated the slope of the scatterplot of uncorrected 
pairwise nucleotide distances versus that computed with Kimura (1980)’s molecular evolution 
model, or K80 (Philippe et al. 1994; Jeffroy et al. 2006). None of the plastid coding regions was 
saturated. Then, we aligned with outgroups and two partitions were created: the first one 
including the two first positions of the codons (ca. 54 Kbp in size) and the second one including 
the third position (ca. 27 Kbp in size). We also concatenated the Sanger sequences of the four 
additional species to produce a phylogenetic hypothesis as complete as possible. Using the 
previously described method, we evaluated nucleotide saturation for the two ITS and the three 
genes of the ribosomal cluster. Due to the saturation of the ITS regions (see Supplementary 
information Figure S1), we discarded these regions from the nuclear dataset. Humiraceae species 
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were aligned the sequence of outgroup Parinari campestris Aubl. used by Malé et al. (2014). In 
all cases, the Gblocks program was used to eliminate false informative characters in the final 
matrix (Castresana, 2000; Talavera, Castresana, 2007).  
Non-dated phylogenetic reconstruction.  
Maximum likelihood (ML) phylogenetic reconstructions were performed using the RAxML 
software (Stamatakis, 2006). Branch support for the topology was assessed by bootstrapping the 
original data set ten thousand times. For each partition, the GTR (general time-reversible) model 
with a gamma distribution for rate variation among sites was chosen as a default. 
Dated phylogenetic reconstruction.  
A reanalysis of the fossil record for this family but also new occurrences of fossil fruits have 
recently been published, and their form an outstanding knowledge base for the present study 
(Herrera et al. 2010; Herrera et al. 2014). After the exclusion of many specimens previously 
assigned to Humiriaceae (notably those from Europe), some fossils could still be reliably 
assigned to Humiriaceae. These include representatives of three extant genera: Sacoglottis, 
Vantanea and Duckesia, but also of one extinct genus: Humiriaceoxylon. The new fossil wood of 
Humiriaceoxylon is the oldest one, coming from the late Eocene in Panama, and it is evidence 
that the family was present in Central America at that time (Herrera et al. 2014).  
To generate a dated tree reconstruction, we used BEAST 1.8.0 (Drummond & Rambaud, 2007) 
using our DNA matrix and fossil constraints. We first constrained the basal node of the family to 
be no older than 125 million years (My). This age would correspond to the earliest known 
occurrence of tricolpate pollen, a synapomorphy that marks the eudicotyledon clade (Davis et al. 
2005). We also constrained this basal node to be no younger than 34 My corresponding to the age 
of the oldest fossil record for the family (Herrera et al. 2014). The Panamanian fossil endocarp of 
Sacoglottis described in Herrera et al. (2010), dated as Early Miocene (19.5-17 My), was used as 
a minimum reliable age constraint for the clade comprising all Sacoglottis species, including 
stem. We also used the fossil endocarps of Vantanea cipaconensis and Duckesia berryi from the 
early Oligocene of Peru (Herrera et al. 2010, Herrera et al. 2014), as minimum reliable age 
constraints for the Vantanea clade, including stem, and the Duckesia verrucosa/Humiriastrum 
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subcrenatum clade, excluding stem, respectively. The details of constraints used to calibrate the 
phylogenetic hypothesis are indicated in Table 1. We ran this analysis including the same two 
partitions and all available species. Each partition was allowed to evolve independently 
(substitution and clock models were unlinked). Divergence times were estimated under a 
lognormal uncorrelated relaxed clock method and using the birth-death model of speciation 
assuming incomplete sampling. MCMC were run for 100 million generations, sampling 
parameters and trees every 10000 generations, using the CIPRES Portal (Miller et al. 2010). The 
burn-in part of the MCMC was discarded (10% of the total number of generations). Post burn-in 
trees were merged using LogCombiner v. 1.6.1 (Drummond and Rambaut, 2007) and 
performance evaluated using Tracer v. 1.5 (Drummond and Rambaut, 2007). Divergence times 
were calculated using TreeAnnotator v. 1.6.1 after the removal of 25% burn-in. The effective 
sampling sizes (ESSs) of each parameter were checked at the end of each simulation and were 
considered to be of good quality when above 200. 
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Table 1: A. Description of the fossils used to calibrate the phylogenetic hypothesis. B. Parameters of the fossil 
constraints used in the BEAST analysis 
A- Fossils used 
Genus/Species Type Age oldest confirmed fossil (My) Location 
Vantanea cipaconensis endocarp lastest early Oligocene (30-28.5) Peru 
Sacoglottis tertiara endocarp early Miocene (19.5-17) Panama 
Duckesia berryi endocarp lastest early Oligocene (30-28.5) Peru, Talara 
Humiriaceoxylon wood late Eocene Panama, ocu 
B- Constraints 
Genus/Species Prior distribution Mean StDev Offset 
Vantanea cipaconensis Lognormal 2.5 0.8 28.5 
Sacoglottis tertiara Lognormal 2.5 0.8 17 
Duckesia berryi Lognormal 2.5 0.8 28.5 
Humiriaceoxylon Lognormal 2.5 1 34 
Diversification analysis. 
We inferred the diversification rates from the distribution of trees obtained from BEAST using a 
method developed by Silvestro et al. (2011).  We compared a constant birth-death model of 
diversification with a pure birth process, taking into account the percentage of species sampled. 
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3.Results
We generated nine complete plastid genomes of Humiriaceae. Their size was 161-164 Kbp 
(kilo base pairs), and they were retrieved with great confidence. The nuclear ribosomal clusters 
including only the ITS regions and the three genes: 18S, 5.8S and 26S were also assembled for all 
nine species.  
The tree based on the plastid CDS dataset was entirely supported, except concerning relationships 
between the different outgroups (Figure 1). Hence, plastid CDS appeared sufficient to infer 
phylogenetic relationships within Humiriaceae. The phylogenetic hypothesis based on the 
ribosomal nuclear dataset was poorly supported; we thus decided base our interpretations on the 
plastid genome inference only (Figure S2 of the Supplementary information). The BEAST 
topology was identical to the one inferred using RAxML except for the outgroups.   
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Figure 1: Phylogenetic hypothesis with branch lengths obtained from the plastid CDS dataset. Bootstrap values and 
posterior probabilities are indicated above each branch, except for branches linking outgroups given than different 
topologies were found between the Maximum Likelihood and Bayesian analyses, none of them being supported. 
Humiria balsamifera was found to be basal to the rest of the family, followed by Vantanea. 
Duckesia, Eudopleura and Humiriastrum were grouped together. Species of Sacoglottis and 
Schistostemon were mutually paraphyletic suggesting strongly that a broader definition of genus 
Sacoglottis should be adopted. Based on the Bayesian tree dating (Figure 2), the age of the stem 
node of Humiriaceae was dated at 73 million years (My) (95% HPD: 65-79 My)., and that of the 
crown node was dated around 50 My (95% HPD: 40-60 My). Our reconstruction predicts that the 
only African Humiriaceae species, S. gabonensis is basal to the Sacoglottis/Schistostemon clade 
and that the age of its dispersal is dated to the middle Miocene (15 My, 95% HPD: 5-31 My). 
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Figure 2: Dated phylogenetic tree including all species obtained from a Bayesian reconstruction. Median ages and the 
95% highest posterior distribution (HPDs) for ages are indicated at each node. The two branches supported by 
posterior probabilities < 0.95 are thick. Only the closest outgroup is represented for the sake of clarity. 
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Diversification in Humiriaceae was best characterised by a Birth-Death process (Table 2) whose 
mean speciation rate was 0.04 species/My, mean extinction rate was 0.023 species/My and finally 
mean net diversification rate was 0.017 species/My (figure 3). 
Table 2: Identification of the best diversification process to characterise the diversification pattern of the 
Humiriaceae 
Diversification 
process 
Log marginal 
likelihood 
Bayes Factor 
(BF) 
2 ln (BF) 
Evidence against 
the best model 
Birth Death -122.8 
Pure Birth -125 4.4 2.96320908 positive 
Figure 3: Speciation, extinction and net diversification rates (species/million years) 
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4.Discussion 
4.1. A molecular-based reanalysis of Humiriaceae 
Our results reveal that previously suggest the basal position of Vantanea does not hold. The 
cladistic analyses by Bove (1997) and Herrera (2010) gave support to Cuatrecasas’ (1961) 
hypothesis of Vantanea being the sister group of all remaining genera of the family. In our study, 
Humiria turns out to be basal to the family, which points to a more complex history of the 
morphological evolution in the group. Yet, Vantanea is the ancestral clade in the sister group of 
Humiria. Two evolutionary trends were highlighted by Cuatrecasas to justify the basal position of 
Vantanea. The first one was a reduction of whorls and their stamens, Vantanea having three or 
four whorls and an indefinite number of stamens. However, Herrera et al. (2010) have shown that 
the number of stamens did not follow a linear pattern of reduction and that the several whorls of 
Vantanea was an autapomorphy. The other one, supported by the analysis of Herrera et al. 
(2010), concerns the anthers which were ancestrally bilocular, as it is only the case in Vantanea, 
whereas they are unilocular in all other genera. Two other evolutionary trends were proposed, 
supporting the hypothesis of Vantanea and Humiria as being the two most basal genera: the 
number of ovules per locule and the endocarp surface (Cuatrecasas 1961, Herrera et al. 2010). 
Thus, the bilocular anthers of Vantanea could be seen as another autapomorphy and the basal 
position of Humiria is conceivable on a morphologic point of view.  
The next grading genus is represented by Hylocarpa heterocarpa which appeared basal to the rest 
of the family. This is not so surprising given the morphological originality of this monotypic 
genus. Finally, the most derived clades are the one grouping Endopleura, Duckesia and 
Humiriastrum and the one grouping Schistostemon and Sacoglottis. The difference with the 
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phylogenetic hypothesis built on the basis of morphological characters is the position of 
Duckesia, grouped with Hylocarpa by Herrera et al. (2010). On a morphological point of view, 
the grouping of Duckesia and Humiriastrum is quite surprising. However, their androecia bear 
some resemblance and cavities within the endocarp, smaller than in Sacaglottis and 
Schistostemon, can be observed in these two genera. It would be interesting to increase species 
sampling inside genera Humiria, Vantanea and Humiriastrum to confirm their monophyly 
deduced from morphological characters.  
Finally, and as previously suspected, Sacoglottis is close to Schistostemon. Herrera et al. (2010) 
did not find any fruit characters permitting to distinguish the two genera, the only morphological 
difference being the trifurcate stamens only found in Schistostemon. The latter was supposed to 
be a sub-genus of Sacoglottis (Bove 1997; Herrera et al. 2010) but it appeared more complex. In 
our analysis, Schistostemon does not form a monophyletic clade inside the 
Sacoglottis/Schistostemon clade but this is poorly supported. It is interesting to notice that, on the 
basis of our sampling, the only African species, Sacoglottis gabonensis, appears basal to the 
Sacoglottis/Schistostemon clade. Thus, since a single species occurs in Africa diversification rates 
are predicted to have been higher in the Neotropics.  
4.2. The long-distance dispersal of Sacoglottis gabonensis 
Sacoglottis gabonensis is a clear-cut case of a trans-oceanic dispersal from South America 
to Africa during the Miocene. A similar case of West to East amphiatlantic dispersal events 
during the Miocene was found in Bromeliaceae with Pitcairnia feliciana (A.Chev.) Harms & 
Mildbr. (Givnish et al. 2011). At that time, opportunities for vicariance between Africa and South 
America had passed, as well as those for short-distance overseas dispersal via paleoisland chains 
in the southern Atlantic (Morley 2003, Pennington and Dick 2004). Transatlantic currents are 
thus the main hypothesis to explain the transport of seeds from one side of the Atlantic to the 
other (Renner 2004; Givnish et al. 2011). Over the past century, Sacoglottis endocarps 
originating from Amazonia have been found in the West Indies and their drift is easily 
conceivable given that empty resinous cysts found in many Humiriaceae fruits make them 
buoyant (Morris 1895, Cuatrecasas 1961).  However, no occurrence of S. gabonensis on 
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American shores has ever been reported (Cuatrecasas 1961). This is interesting because most of 
examples of transatlantic dispersals summarized in Renner (2004) occurred from East to West, 
following the North Equatorial Current (NEC). More recent studies highlighting dispersal events 
directly through the Atlantic also concern westward dispersal movements, such as Pradosia 
spinosa Ewango & Breteler (Sapotaceae, Bartish et al. 2011) or Quassia amara L. 
(Simaroubaceae, Clayton et al. 2009). The North Equatorial Counter Current (NECC), running in 
the opposite direction, did not seem suitable for the transport of seeds given its origin. During the 
Miocene, prior to closure of the Central American Seaway, storms formed, moved eastward 
across the Atlantic and would have favoured, for instance, the transport of Turdus, a songbird 
genus,  from the Caribbean basin to the Old World (Voelker et al, 2009). But, the S. gabonensis 
fruit is a drupe of ca. 4 cm in diameter, containing a cavity-filled stone which suggests that this 
fruit is more adapted to disperse via water than via birds.  
4.3. Distribution and diversification patterns of Humiriaceae 
in the Neotropics 
The origin of the Humiriaceae was dated around 70 My, which is younger than previous 
estimates (Davis et al. 2005, Xi et al. 2012) but still older than fossil evidence (Herrera et al. 
2014).  Extant species included in our phylogeney started to diversify around 20 My later.  
The diversification pattern of Humiriaceae was best characterized by a Birth-Death model 
highlighting a turn-over of species inside the Neotropics. Diversification rates were estimated 
around 0.017 species/My, which is similar to those estimated for the Picramniaceae, another 
Neotropical family including about 50 species, under a high level of extinction (Ɛ=0,9) (Magallón 
& Castillo 2009).  
Extant Humiriaceae species are mainly found in lowland to mountain rain forests. Two fossils: 
those of the new species Duckesia berryi and of Vantanea cipaconensis were found in the Pacific 
coast of Peru (Herrera et al. 2014). Paleobotanical work has been conducted on the floral 
assemblage of the Belén area aiming at dating it and identifying fossils (Berry 1927, 1929a, 
1929b; Manchester et al. 2012).  They suggest that rain forests were present in the Pacific coast 
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of Peru before the rise of the Andes (during the Oligocene).  Contrary to their fossil 
representatives of the Belén flora, extant genera Vantanea and Duckesia cannot be found in the 
north coastal Peru which is today a dry area with very low rainfall (Espinoza Villar et al. 2009) 
(Figure 4). Thus, as proposed by Herrera et al. (2014), the distribution of these fossils suggests a 
reduction of their geographic range with the development of this arid coastal environment. 
Moreover, some Humiriaceae species are found in the lowland forest along the Magdalena valley 
of Colombia, and in the Choco region (Darien gap: Panama, North-West Colombia) (Figure 4). 
Thus the absence of Humiriaceae West of the Andes is attested only South of these areas. One 
simple explanation could be that Humiriaceae are drought intolerant, and their absence would be 
simply related to climatic conditions. This drought intolerance could have lead to the extinction 
of species unable to disperse or adapt, hence the non-zero extinction rates found. If this 
hypothesis holds, then drier climates in the future may have serious consequences for 
Humiriaceae populations. 
Figure 4: 952 georeferenced occurrences of Humiriaceae found in GBIF (Global Biodiversity Information Facility) 
and plotted using QGIS v2.0.1 (QGIS Development Team). 
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Concluding remarks 
This study reports a first molecular phylogeny for the Humiriaceae family. This latter confirmed 
some hypotheses made from morphological characters but was also characterised by some 
surprising results. The origin of the family was inferred in the early Paleocene and we highlighted 
a clear transatlantic eastward dispersal directly through the ocean during the Miocene.  
We have provided another example of the usefulness of next-generation sequencing to generate 
easily cpDNA genomes and ribosomal clusters and like this produce well resolved phylogenetic 
hypotheses for tropical tree families dating back, at least, to the Eocene.  
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Supplementary Materials 
Table S1 : The full list of samples with their herbarium numbers, their collection location and 
their GeneBank accession number. Shotgun sequencing was performed on species in bold. 
Species Voucher 
Sampling 
country 
GeneBank accession numbers 
Duckesia verrucosa (Ducke) Cuatrec. Brazil 
Endopleura uchi (Huber) Cuatrec. BOLET158 Bolivie 
Humiria balsamifera Aubl. DC3392 Brazil 
Humiriastrum subcrenatum (Benth.) Cuatrec. P00610372 French Guiana 
Hylocarpa heterocarpa (Ducke) Cuatrec. CZ 9508 Brazil 
Sacoglottis cydonioides Cuatrec. M17116606 French Guiana 
Sacoglottis gabonensis (Baill.) Urb. GiD0406 Gabon 
Sacoglottis guianensis Benth. A110251 French Guiana 
Sacoglottis mattogrossensis Malme Brazil 
Schistostemon macrophyllum (Benth.) Cuatrec. ASSH 472 Brazil 
Schistostemon retusum (Ducke) Cuatrec. 
JX661797, JX661880, JX661923, JX661963, 
JX662001, JX662043, JX662086, JX662127, 
JX662173, JX662217, JX662257, JX662300, 
JX662380, JX662522, JX662562, JX662643, 
JX662687, JX662731, JX662774, JX662822, 
JX662860, JX662897, JX662976, JX663011, 
JX663054, JX663125, JX663172, JX663217, 
JX663257, JX663301, JX663344, JX663388, 
JX663431, JX663499, JX663561, JX663605, 
JX663653, JX663699, JX663742, JX663784, 
JX663823, JX663938, JX663985, JX664025, 
JX664071, JX664184, JX664230, JX664275, 
JX664320, JX664362, JX664406, JX664478, 
JX664557, JX664601, JX664643, JX664706, 
JX664749, JX664794, JX664873, JX664916, 
JX664962, JX665027 
Schistostemon sylvaticum D.Sabatier Q897 
Vantanea compacta (Schnizl.) Cuatrec. B244 Brazil 
Vantanea parviflora Lam. T10193 French Guiana 
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Table S2 : The sequences of primers used to perform Sanger sequencing 
Primer Sequence 
matKa 2284F 5'-TCAGTTGCTCAATCCTTACTCGT 
3168R 5'-AGAACATTTTGCAGAAGTCTTTGC 
matKb 3416F 5'-TCACCCAATAGCGAAGGGTT 
4052R 5'-TGAGTTTACCCATTTCCGAGGT 
rbcLa 62123F 5'-CTCCTCAACCTGGAGTTCCG 
724R 5'-TCGCATGTACCTGCAGTAGC 
rbcLb 62719F 5'-GCTACTGCAGGTACATGCGA 
63318R 5'-ACCCTCACGAGCAAGATCAC 
ndhF 123794F 5'-CCATGGCATCCGGTAACCAT 
124441R 5'-TGTGGGCTTTTCCGAGTGTT 
Figure S1: Estimation of the level of saturation of two ribosomal regions : ITS1 and ITS2 following 
the method of Jeffroy et al. (2006). The x-axis corresponds to the number of substitutions inferred 
under a K80 molecular evolution model. The y-axis corresponds to the number of differences 
observed in a pair-wise comparison, for the same pair of species.  A linear regression is performed and 
the slope of the dotted line starting from the origin is used as an indicator of the saturation level, the 
steeper the slope the less saturated the data set. 
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Figure S2 : Phylogenetic hypothesis obtained from the ribosomal dataset after the exclusion of the 
saturated ITS regions. Bootstrap values are indicated at each node. 
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 “evolutionary biology is an inductive science, one in which generalities emerge not as 
the result of theoretical deduction or the conduct of critical experiments, but rather 
through the summation of many evolutionary case studies, each unique in one or many 
ways, from which general principles can be distinguished from exceptional counter-
examples” (Losos 2010)
Deux familles d’arbres tropicales étaient à l’honneur dans ce projet de thèse, les 
Chrysobalanaceae et les Humiriaceae. L’objectif de ce projet était d’apporter certains 
éléments de réponse concernant leurs histoires évolutives. Cela a nécessité de mettre au point 
une méthode permettant de générer des données génomiques facilement et de les utiliser pour 
résoudre les relations phylogénétique de ces familles. En première partie de cette discussion, 
nous commencerons donc par faire un point sur l’apport des données génomiques en 
phylogénie et aborderons d’autres utilisations possibles de ces données. Par la suite, nous 
ferons une synthèse de l’avancée des connaissances concernant les histoires évolutives des 
Chrysobalanaceae et des Humiriaceae tout en abordant quelques perspectives.  Cette 
discussion se terminera par une conclusion générale. 
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1.Potentiel des données génomiques
1.1. Apports des données génomiques dans l’inférence 
d’hypothèses phylogénétiques 
Au commencement de ce projet de thèse, les hypothèses phylogénétiques trouvées dans la 
littérature pour des familles de plantes tropicales étaient basées sur des caractères 
morphologiques et/ou des séquences d’ADN obtenues par séquençage Sanger. Sept 
marqueurs moléculaires obtenus par séquençage Sanger ont ainsi été utilisés pour construire 
l’hypothèse phylogénétique des Chrysobalanaceae présentée dans le Chapitre 1. Cela a 
demandé un important travail de biologie moléculaire afin de choisir des marqueurs pouvant 
être amplifiés pour un maximum d’espèces et d’optimiser les programmes d’amplification par 
PCR. Malgré les efforts fournis, nous n’avons été capables pour aucun des marqueurs 
d’amplifier la totalité des espèces. De plus, pour certaines espèces, telles que Kostermanthus 
robustus, nous disposions d’échantillons d’herbiers, et non de feuilles stockées dans du 
silicagel, qui n’ont jamais pu être amplifiés. En effet, l’un des inconvénients du séquençage 
Sanger est la nécessité de posséder de l’ADN de qualité suffisante pour que les amorces 
puissent s’hybrider aux régions d’intérêt et que la quantité de fragments amplifiés soit 
suffisante pour que le séquençage réussisse. Un autre inconvénient de reconstruire des 
hypothèses phylogénétiques sur la base de séquences Sanger est que celles-ci ne sont pas 
toujours porteuses d’un signal phylogénétique suffisant ; cela est particulièrement le cas pour 
les familles d’arbres tropicales. Comme cela a été dit dans l’introduction générale, cela peut 
être la conséquence d’évènements de spéciation anciens et/ou rapprochés dans le temps. Nous 
avons été confrontés à ce problème au sein du Chapitre 1 qui présente une hypothèse 
phylogénétique peu soutenue pour les Chrysobalanaceae, en particulier pour les nœuds les 
plus basaux. Entre temps, les prix du séquençage à haut-débit ont diminué, ce qui a contribué 
à le rendre plus populaire en écologie. Face à notre incapacité à résoudre les relations 
phylogénétiques des Chrysobalanaceae, nous nous sommes tournés vers ces techniques de 
séquençage à haut-débit. 
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Le Chapitre 2 présente le développement, à partir de huit espèces de Chrysobalanaceae, d’une 
méthode de séquençage aléatoire de l’ADN total et d’assemblage des génomes 
chloroplastique, mitochondrial et de l’opéron ribosomique. Contrairement au séquençage par 
la méthode de Sanger, nous avons pu observer, au cours de ce projet et de ceux menés par 
d’autres équipes au sein du laboratoire, que la méthode du séquençage aléatoire de l’ADN 
total s’avère très performante pour générer une quantité de données importante même lorsque 
l’ADN est très dégradé. Aujourd’hui, la quantité d’ADN pré-requise par Illumina afin 
d’assurer un séquençage optimal est de 200ng mais nous avons pu constater qu’une 
importante quantité de données était générée avec des quantités d’ADN inférieures. Ainsi, 
nous avons pu assembler facilement les génomes chloroplastiques complets de plusieurs 
spécimens d’herbiers comme celui de Kostermanthus robustus, de Licania michauxii ou 
encore d’Atuna racemosa (Chapitre 3).  Besnard et al. (2014) ont réussi à assembler le 
génome chloroplastique complet et l’opéron ribosomique d’une espèce de Sartidia (Poaceae) 
dont le seul spécimen connu a été collecté à Madagascar il y a 100 ans. L’avantage de la 
méthode d’assemblage utilisée est qu’elle a pour principe d’amorcer l’assemblage à partir 
d’une ou plusieurs « graines » qui sont des séquences géniques provenant si besoin de 
banques de données publiques. Cela permet d’assembler un génome en l’absence de 
séquences de référence, c’est-à-dire provenant d’espèces phylogénétiquement proches de 
l’espèce d’intérêt. Le potentiel des données génomiques, provenant de trois génomes 
différents, à résoudre les relations phylogénétiques des Chrysobalanaceae et des Humiriaceae 
a ensuite été évalué.  
Le potentiel des données mitochondriales a seulement été évalué au sein du Chapitre 2 sur la 
base de huit espèces de Chrysobalanaceae. Les régions mitochondriales assemblées 
représentaient environ 250 milliers de paires de bases (Kbp) (pour une taille de génome 
supposée de 500 Kbp) et contenaient quasiment tous les gènes. Il est apparu que 92% de la 
variabilité des régions assemblées se trouvait dans les régions non codantes. Malgré une 
proportion plus importante de régions non-codantes qu’au sein du génome chloroplastique, les 
données mitochondriales étaient trop peu variables pour être porteuses d’un signal 
phylogénétique significatif.  
L’opéron ribosomique quant à lui s’est caractérisé par des taux de substitution très 
hétérogènes. Les séquences non transcrites, à savoir les ITS, peuvent présenter un taux de 
saturation important à l’échelle de la famille, comme cela a été montré dans le Chapitre 4 
consacré aux Humiriaceae. Au contraire, les régions codant pour les ARN ribosomiques 
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étaient très peu variables. Finalement, que ce soit dû à des taux de substitution trop importants 
ou trop faibles, aucunes des régions de l’opéron ribosomique n’a apporté de soutien aux 
relations phylogénétiques des Chrysobalanaceae ou des Humiriaceae (Chapitre 2, Chapitre 4). 
Cependant, les ITS peuvent présenter un taux de saturation moins important, et ainsi être 
porteurs d’un signal phylogénétique, à une échelle plus fine.  
Enfin, les génomes chloroplastiques ont quant à eux permis de lever le voile sur les relations 
phylogénétiques de nos familles d’intérêt. Dans le cas des Humiriaceae, les régions codantes, 
à savoir les plus conservées, ont permis à elles seules d’obtenir une hypothèse phylogénétique 
soutenue (Chapitre 4). Ce n’était pas le cas pour les Chrysobalanaceae. Les résultats n’ont pas 
été présentés mais l’hypothèse phylogénétique basée uniquement sur les régions codantes 
manquait de soutien pour de nombreux nœuds, d’où la nécessité de travailler avec les 
génomes complets afin d’augmenter la quantité de données et donc le signal phylogénétique. 
L’alignement des génomes chloroplastiques complets utilisé pour les analyses 
phylogénétiques ne comprenait qu’environ 9% de sites variables et environ 3% de sites 
informatifs en parcimonie1. De plus, le signal phylogénétique semblait étalé sur l’ensemble du
génome, hormis les deux régions inversées. Cela est visualisable sur la Figure 1 qui a été 
obtenue suite au test d’informativité (« Informativeness test») qui nous a permis de 
sélectionner les marqueurs génétiques utilisés dans le Chapitre 3. Cela ne semble donc pas 
étonnant que les quelques marqueurs utilisés pour construire les deux premières hypothèses 
phylogénétiques des Chrysobalanaceae (Yakandawala et al. 2010, Chapitre 1) n’aient pas 
suffis à résoudre la plupart des nœuds.  
1 Un site est informatif en parcimonie s’il contient au moins deux types de nucléotides et qu’au moins deux 
d’entre eux se retrouvent chez au moins deux espèces. 
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Figure 1 : Pouvoir informatif du génome chloroplastique dans la résolution des relations phylogénétiques de 26 
espèces de Chrysobalanaceae en fonction de la région du chloroplaste considérée et des nœuds de l’hypothèse 
phylogénétique considérés. L’axe horizontal indique les positions sur le génome chloroplastique. Plus la couleur 
tend vers le rouge, plus la région considérée est phylogénétiquement informative. Plus l’on va vers le haut du 
graphique, plus les nœuds considérés sont basaux. Les deux régions inversées sont indiquées : IR1 et IR2. 
Enfin, il est important de noter que plusieurs étapes de « nettoyage » des données ont été 
réalisées avant chaque analyse phylogénétique. Cela se traduit par une inspection visuelle des 
alignements, parfois très longs, afin de les corriger manuellement, par l’élimination des 
régions difficiles à aligner afin d’éviter de comparer des positions non homologues et par une 
élimination des régions saturées.  Comme cela a été mis en avant par Jeffroy et al. (2006), le 
risque d’utiliser autant de données est de voir l’apparition d’un « faux » signal phylogénétique 
soutenu, menant à l’inférence de relations phylogénétiques erronées. Il est donc nécessaire de 
passer par toutes ces étapes.  
Cette étude a montré le potentiel du séquençage aléatoire de l’ADN total à produire 
facilement des données génomiques à partir d’échantillons frais ou d’herbiers. Les génomes 
chloroplastiques assemblés ont permis de résoudre les relations phylogénétiques de deux 
Discussion générale/ 1. Potentiel des données génomiques
204
familles d’arbres tropicales, dont une pour laquelle les méthodes classiques n’y étaient pas 
parvenues. Cette méthode est ainsi une option moins coûteuse et plus efficace que d’amplifier 
par PCR et de séquencer en Sanger plusieurs régions géniques. 
1.2. Utilisation des données nucléaires 
Les phylogénies présentées dans le cadre de ce travail ont été construites à partir de 
données chloroplastiques, comme cela est le cas pour la plupart des phylogénies moléculaires 
d’Angiospermes trouvées dans la littérature. Cependant, l’ADN chloroplastique ne représente 
qu’environ 5% de l’ADN total, 90% de cet ADN étant contenu au sein du génome nucléaire. 
Il faut donc garder à l’esprit qu’en construisant des phylogénies moléculaires sur la base 
uniquement de données chloroplastiques, nous n’avons accès qu’à une partie de l’histoire 
évolutive. Les données chloroplastiques représentent un unique marqueur, lié et généralement 
transmis maternellement. Il ne reflète donc pas les évènements d’introgression ou de tri de 
lignées incomplet (« incomplete lineage sorting ») qui ont joué un rôle important dans 
l’évolution des plantes. De tels évènements peuvent être à l’origine d’incongruences entre les 
hypothèses phylogénétiques provenant de différents génomes, comme cela est illustré par la 
Figure 2 qui met en scène un cas d’introgression avec une transmission paternelle des 
chloroplastes. 
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Figure 2 : Scénario hypothétique de réticulation pour l’origine des COM (Célastrales-Oxalidales-Malpighiales) 
depuis les lignées ancestrales des Fabidae et des Malvidae. Les larges cercles reflètent les lignages de plantes : 
les petits cercles représentent leur ADN nucléaire, les ovales représentent le chloroplaste et les losanges 
représentent la mitochondrie. Les flèches en pointillé représentent plusieurs générations de rétrocroisements. 
Durant l’hybridation, la mitochondrie est héritée maternellement, le chloroplaste paternellement. Après plusieurs 
rétrocroisements, la majorité des gènes nucléaires proviennent des Malvidae. La phylogénie illustre cette 
introgression hypothétique et les incongruences en résultant (figure extraite de Sun et al. 2015). 
La taille d’un génome nucléaire est si importante qu’il est difficilement envisageable 
d’assembler les génomes nucléaires complets dans le but de reconstruire une phylogénie. Une 
approche intéressante est celle de la transcriptomique2. En effet, les transcriptomes sont en
général de taille beaucoup moins importante que les génomes et faciles à assembler car ils 
contiennent peu de séquences répétées (Tóth et al. 2000). De plus, leur utilité en 
2
 La transcriptomique est l’étude de l’ensemble des ARN messagers produits lors du processus de transcription 
d’un génome. 
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phylogénomique a déjà été mise en évidence pour les moustiques (Hittinger at al. 2010), ou 
encore les mollusques (Smith et al. 2011) et devrait être validée pour les plantes grâce au 
projet 1000 plantes (Matasci et al. 2014).  
Nous avions pour idée d’utiliser la transcriptomique afin de résoudre la phylogénie des 
Chrysobalanaceae mais nous avons fait face à l’un des problèmes majeurs de cette méthode, à 
savoir nous n’avons jamais été capables d’extraire de l’ARN, probablement à cause de sa 
dégradation rapide. Les extractions ont pourtant été réalisées à partir de feuilles directement 
congelées après avoir été prélevées. 
1.3. Etude des réarrangements génomiques : une 
perspective intéressante 
La comparaison d’environ 130 génomes chloroplastiques de plantes terrestres a mis en 
évidence que la taille du génome chloroplastique, les gènes qu’il contient ainsi que l’ordre de 
ces gènes étaient généralement conservés (Guisinger et al. 2011). La taille de ces génomes 
varie de 108 à 165 Kbp et le nombre de gènes varie entre 100 et 130. La majorité de ces gènes 
codent pour des protéines (~80), le reste codant soit pour des ARN de transfert (~30) ou des 
ARN ribosomaux (4). Enfin, la teneur en GC varie généralement entre 30 et 40% (Raubeson 
et Jansen 2005, Bock 2007,  Guisinger et al. 2011).Les Chrysobalanaceae, tout comme les 
Humiriaceae, ne font pas exception à la règle.  
Contrairement aux génomes chloroplastiques, les génomes mitochondriaux sont extrêmement 
variables du point de vue de leur taille et de leur structure ; l’accumulation de séquences 
répétées contribuant largement à cette variation (Zhang et al. 2012). Cela est probablement la 
raison pour laquelle nous avons rencontré des difficultés à assembler la totalité des génomes 
mitochondriaux (Chapitre 2). La comparaison de 15 génomes mitochondriaux complets de 
plantes montre que la taille varie de 67 737 bp à 773 279 bp, le nombre de gènes varie de 32 à 
163, et enfin la proportion de régions codantes de 4.94 à 90.7% (Table 1). Cependant, les 
mécanismes sous-jacents à ces réarrangements rapides du génome mitochondrial et à leur 
expansion au cours de l’évolution des lignages restent énigmatiques.  
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Table 1 : Comparaison des caractéristiques principales de 15 génomes mitochondriaux de plantes (tableau extrait 
de Zhang et al. 2012) 
De plus, de fréquents transferts d’ADN du chloroplaste à la mitochondrie depuis 
l’émergence des plantes à graines ont pu être mis en évidence (Wang et al. 2007, Zhang et al. 
2012).  Etant donné que les données sont disponibles, il pourrait être intéressant d’investir du 
temps dans l’assemblage complet des génomes mitochondriaux de Chrysobalanaceae et 
d’Humiriaceae afin d’étudier les mécanismes d’évolution de ces génomes à l’échelle de la 
famille. Enfin, comme évoqué dans l’introduction générale, parmi les principaux objectifs de 
la phylogénomique, il y a le fait d’utiliser l’information relative à l’histoire évolutive des 
espèces pour améliorer la compréhension des mécanismes d’évolution moléculaire.  Sur la 
base d’une comparaison de 11 génomes chloroplastiques et mitochondriaux provenant de 
différents lignages, une relation forte entre les changements de structure des génomes et 
l’appartenance aux différentes lignées évolutives a été observée (Figure 3). Associer les 
relations phylogénétiques inférées pour nos deux familles d’intérêt à un assemblage des 
génomes mitochondriaux et une étude de leur structure permettrait d’étudier l’histoire 
évolutive du génome mitochondrial à l’échelle d’une famille. 
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Figure 3 : Distribution phylogénétique des pertes et gains de gènes des génomes chloroplastiques et 
mitochondriaux au sein de différentes lignées de plantes. Les gènes qui sont gagnés indépendamment dans 
différentes lignées sont soulignés. Les gènes du chloroplaste et de la mitochondrie sont indiqués en vert et rouge, 
respectivement (figure extraite de Zhang et al. 2012). 
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2.Les Chrysobalanaceae
2.1. Bilan de l’avancée des connaissances 
Les Chrysobalanaceae sont une famille de taille moyenne (531 espèces) présentant une 
distribution pantropicale. Lorsque l’on s’intéresse aux histoires évolutives des lignages, tout 
commence par l’échantillonnage de ces lignages. Echantillonner en forêt tropicale humide 
n’est pas une étape facile de par la densité en individus et la variété existante, nécessitant les 
connaissances de botanistes spécialistes de ce type de végétation. De plus, pour les familles à 
large distribution, telles que les Chrysobalanaceae, échantillonner l’ensemble des espèces 
nécessite de mettre en place des campagnes d’échantillonnages dans différents pays et/ou de 
collaborer avec diverses personnes à travers le monde. Au commencement de mon projet de 
thèse, j’ai pu bénéficier d’un ensemble d’échantillons provenant essentiellement de la 
campagne d’échantillonnage du projet BRIDGE réalisée en Guyane française. Ces 
échantillons regroupaient 45 espèces de Chrysobalanaceae (Figure 4). A l’heure actuelle, 
grâce à la collaboration de nombreuses personnes, 143 espèces ont pu être regroupées pour ce 
projet, représentant environ 25% de la diversité (Figure 4). Parmi ces espèces, 14 proviennent 
d’herbiers, et non de feuilles stockées dans du silicagel.  
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Figure 4 : Carte du monde indiquant les localités des espèces échantillonnées pour ce projet. En jaune sont 
indiqués les échantillons disponibles au commencement de ma thèse, en rouge les échantillons obtenus au 
cours de ma thèse. Un point peut regrouper plusieurs espèces échantillonnées sur un même site. 
L’un des intérêts d’étudier les Chrysobalanaceae est que leur taxonomie est bien comprise 
grâce à la monographie de Prance et Sothers (2003). Sur la base des caractères 
morphologiques, il est difficile, voir impossible, de proposer des liens phylogénétiques entre 
les espèces/genres de Chrysobalanaceae (Prance & White 1988). Au début de mon projet 
thèse, une première phylogénie moléculaire incluant 19 espèces venait d’être publiée mais 
quasiment aucune des relations inter-génériques n’avaient pu être résolues (Yakandawala et 
al. 2010). Désormais, nous avons une hypothèse phylogénétique pour laquelle les relations 
phylogénétiques entre les 18 genres inclus (parmi les 20 existants) sont pour la première fois 
dévoilées et statistiquement soutenues. Ce travail devrait contribuer à une révision de certains 
points de taxonomie comme la position d’Hirtella zanzibarica Oliv., la validité du genre 
Afrolicania ou encore de celle du genre Licania.  
Un autre intérêt de cette famille est que 80% des espèces qui la composent se trouvent dans 
les Néotropiques. Nous avons mis en évidence, comme cela a déjà été montré pour une 
majorité de familles emblématiques pantropicales (Beaulieu et al. 2013), que les 
Chrysobalanaceae étaient trop jeunes pour être d’origine Gondwanienne. La distribution 
actuelle des Chrysobalanaceae est pour commencer liée à leur capacité de dispersion. 
Différents évènements de dispersion à longue distance ont été mis en évidence : entre 
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l’Amérique du Sud et l’Afrique avec Afrolicania elaeosperma Mildbr. et Chrysobalanus 
icaco L., entre l’Amérique du Sud et l’Asie du Sud-est avec Angelesia splendens Korth., ou 
encore entre l’Afrique et l’Asie du Sud-est au sein du clade B incluant des genres africains et 
asiatiques (Chapitre 3). Le clade D présente une distribution pantropicale et l’ensemble des 
genres le composant (Acioa, Chrysobalanus, Exellodendron, Angelesia) sont composés 
d’espèces produisant des petits fruits (hormis quelques espèces d’Acioa) probablement 
dispersés par les oiseaux (Chapitre 3). Les espèces du genre Atuna sont quant à elles 
essentiellement dispersées grâce aux courants marins (Prance & White 1988). La variété des 
modes de dispersion au sein de cette famille est probablement en partie responsable de la 
distribution actuelle des espèces. 
L’origine de la famille a été inférée il y a 75 millions d’années (Ma) dans les Paléotropiques, 
cela signifie que la diversité au sein des Néotropiques ne peut pas s’expliquer par le fait que 
les espèces ont eu plus de temps pour s’y diversifier. La majorité des espèces néotropicales de 
Chrysobalanaceae sont groupées au sein d’un seul clade dit néotropical. Les causes d’une telle 
variation dans le nombre d’espèces contenues dans différents clades d’une phylogénie 
peuvent venir d’environnements différents induisant une variation dans les probabilités de 
spéciation ou d’extinction. Il semble en effet y avoir eu un renouvellement beaucoup plus 
important des espèces sous les Néotropiques. La diversification du clade N s’est déroulée au 
cours d’un laps de temps très long (environ 40  Ma). Il semble donc peu probable qu’un seul 
évènement, qu’il soit climatique ou géologique, soit responsable de l’ensemble des 
évènements de diversification. Au vu de l’histoire géologique et climatique complexe 
caractérisant les Néotropiques, plusieurs moteurs de spéciation ont probablement joué un rôle 
(Bush 1994, Hoorn et al. 2010). L’écologie des espèces joue probablement aussi un rôle 
important. Les espèces de Chrysobalanaceae semblent associées à des sols pauvres en 
nutriments, spécialement ceux dérivés de grès, de roches métamorphiques ou magmatiques 
(Prance & White 1988). Nous pouvons donc imaginer que leur diversification est en partie 
due à leur spécialisation édaphique leur ayant permis de coloniser des environnements 
inadaptés pour d’autres espèces de plantes tropicales.  
Une compréhension détaillée des processus biogéographiques et écologiques à l’origine des 
patrons de diversification observés doit attendre une phylogénie minutieusement 
échantillonnée. Cependant, une analyse individuelle de certains genres devrait permettre 
d’apercevoir des éléments de réponse.  
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2.2.  Le projet Couepia 
L’intérêt de se focaliser sur un genre est la possibilité de travailler à une échelle de temps 
plus courte et d’augmenter le pourcentage d’espèces échantillonnées au sein d’une hypothèse 
phylogénétique. Cela permet de gagner en précision dans l’inférence d’un scénario 
biogéographique ou d’un patron de diversification. 
Couepia est le troisième genre le plus large de la famille des Chrysobalanaceae incluant 58 
espèces (Prance & Sothers 2003 ; Sothers et al. 2014). Il est distribué du Mexique au 
Paraguay, les espèces étant majoritairement concentrées en Amazonie. L’habitat préférentiel 
des espèces sont les forêts tropicales humides de plaines mais l’intérêt de ce genre est qu’il est 
aussi présent au sein d’habitats variés tels que les restingas au Brésil (C. schottii Fritsch, C. 
coarctata Prance), le Cerrado (C. grandiflora (Mart. & Zucc.) Benth. Ex Hook.f., C. 
paraensis subsp. cerradoana Prance), les savanes (C. uiti (Mart. & Zucc.) Benth. Ex Hook.f.) 
ou encore la forêt Atlantique côtière (C. monteclarensis Prance). De plus, ce genre est 
composé à la fois d’espèces présentant des distributions restreintes et d’autres distribuées très 
largement. Il est possible que certains facteurs historiques, tels que l’évolution de la 
distribution des habitats, ait joué un rôle clef dans la distribution et la diversification des 
espèces actuelles.  
Pour ce projet, nous avons prévu d’assembler les génomes chloroplastiques complets de 30 
espèces de Couepia incluses dans l’hypothèse phylogénétique complète présentée dans le 
Chapitre 3 afin de reconstruire une hypothèse phylogénétique la plus complète et soutenue 
possible pour ce genre. Nous espérons ainsi mieux comprendre les processus à l’origine de la 
distribution actuelle des espèces et de l’important renouvellement des espèces souligné au 
sein de clades néotropicaux centrés sur l’Amazonie.  
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o La biogéographie Néotropicale du genre Couepia
Couepia est un genre essentiellement centré sur l’Amazonie, il est donc intéressant de se 
demander si la diversification de ce genre a débuté au sein de cette région. Une reconstruction 
des aires ancestrales des espèces, comme celle réalisée dans le Chapitre 3 mais à l’échelle des 
Néotropiques, apporterait certains éléments de réponse. Lohmann et al. (2013) ont proposé un 
scénario biogéographique à cette même échelle pour les Bignoniaceae, les aires 
géographiques prédéfinies reflétant les patrons d’endémisme pour cette famille (Figure 5). 
Ces aires seraient à redéfinir pour le genre Couepia ; en effet une phylogénie correctement 
échantillonnée pourrait permettre d’affiner ce scénario.  
Figure 5 : Aires biogéographiques proposées par Gentry (1979), reflétant les patrons d’endémisme au sein des 
Bignoniaceae (figure extraite de Lohmann et al. 2013) 
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o Le rôle de la géographie dans la diversification
Une phylogénie à l’échelle de l’espèce peut aider à tester l’hypothèse du rôle de la 
géographie dans l’apparition de nouvelles espèces. Par exemple, Barraclough et al. (1998) 
propose une méthode dont le principe est de reporter sur un graphique le degré de sympatrie 
pour chaque nœud de la phylogénie en fonction de la « taille » du nœud. Le degré de 
sympatrie d’un nœud est calculé à partir de la superposition des aires d’occupation des deux 
clades descendants du nœud. La taille du nœud correspond à la distance relative entre le nœud 
et les extrémités des branches créées à partir de ce nœud. Dans le cas de spéciation 
allopatrique, le degré de sympatrie est supposé augmenter avec la taille du nœud car la 
séparation des aires est à l’origine de l’évènement de spéciation, mais les aires d’occupation 
sont supposées se mélanger au cours du temps sous l’influence du hasard. Les évènements de 
spéciation sympatrique au sein d’un clade issu majoritairement de spéciation allopatrique 
seront visualisables sous forme de points « outliers » présentant un degré de sympatrie 
particulièrement élevé par rapport à l’attendu d’après la taille du nœud (Figure 6).  
Figure 6 : Ce graphique montre une tendance générale d’augmentation de la sympatrie avec la taille du nœud, ce 
qui est cohérent avec un modèle de spéciation allopatrique. Les nœuds récents montrant un degré de sympatrie 
plus élevé qu’attendu suggèrent de potentiels évènements de spéciation sympatrique (figure extraite de 
Barracough et al. 1998) 
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o Le rôle des différentes variables climatiques dans la diversification
L’information phylogénétique peut également être associée à des modélisations de niches 
climatiques afin, par exemple, d’étudier l’évolution des tolérances climatiques et de 
comprendre comment les climats passés ont pu contribuer à façonner la distribution actuelle 
des espèces. Evans et al. (2009) ont développé une méthode permettant, à partir de données 
d’occurrences géoréférencées et de données climatiques à haute résolution, de reconstruire les 
tolérances climatiques ancestrales des espèces en prenant en compte à la fois la variabilité 
intraspécifique des espèces actuelles et l’incertitude phylogénétique (Figure 7).  
Figure 7 : Histoire présumée de l’évolution des tolérances en matière de précipitations durant les trois mois 
consécutifs les plus chauds (Bioclim 18) en fonction du temps (millions d’années) au sein du genre Oenothera 
(Onagraceae). Les nœuds internes représentent la moyenne des tolérances en termes de précipitations pour les 
ancêtres communs les plus récents des espèces actuelles. Les lignes pleines connectent les ancêtres à leurs 
descendants. Les noms des taxons indiquent les moyennes de tolérances pour les espèces actuelles, et les lignes 
en pointillé représentent la variation autour de ces moyennes (figure extraite d’Evans et al. 2009) 
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Toutes les approches venant d’être proposées sont prometteuses mais nécessitent toutefois 
de connaître au mieux la distribution des espèces. Grâce aux bases de données mises en place 
telles que le GBIF (Global Biodiversity Information Facility), de nombreuses occurrences 
géoréférencées sont devenues facilement disponibles. Cependant, les observations référencées 
se font rares pour certaines espèces, compliquant la modélisation de leur niche climatique. Il 
est également important de signaler que les données issues de bases de données telles que le 
GBIF ne sont pas toujours vérifiées et peuvent contenir des erreurs. Pour palier à ce problème, 
certaines plateformes en ligne telles que BioVel (Biodiversity Virtual e-Laboratory) proposent 
des outils permettant de nettoyer ce type de données et leur usage est fortement conseillé. 
Enfin, afin de comprendre au mieux les patrons observés, il serait important de croiser les 
informations tirées de ces différentes approches avec une information paléoclimatique. La 
paléogéographie du Cénozoïque étant de mieux en mieux connue, les modélisations 
climatiques deviennent plus réalistes. Cependant, aucune étude à l’heure actuelle ne s’est 
concentrée sur la modélisation de l’évolution climatique en Amérique du Sud au cours du 
Cénozoïque (Sepulchre et al. 2009). 
2.3. Associer la métabolomique à la génomique 
Plusieurs espèces de Chrysobalanaceae sont utilisées en médecine traditionnelle en 
Afrique ou en Asie (Feitosa et al. (2012) proposent une révision de ces utilisations). Le 
potentiel pharmacologique et toxicologique de différentes espèces a été validé in vitro et in 
vivo, ce qui mena à l’isolation de triterpènes, diterpènes et flavonoïdes glycoside bioactifs 
(Neto et al. 2013). La métabolomique est une science récente visant à identifier et à quantifier 
de façon exhaustive et non sélective l’ensemble des métabolites (petites molécules) présents 
dans un organite, une cellule, un tissu, un organe ou un organisme à des conditions données. 
Il serait intéressant de coupler les approches de métabolomique et de génomique afin de 
rechercher les gènes impliqués dans les voies de biosynthèse des métabolites secondaires 
« utiles » au sein des Chrysobalanaceae.  
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3.Les Humiriaceae
Les Humiriaceae représentent une famille de petite taille peu étudiée jusque là 
puisqu’aucune phylogénie moléculaire n’existait avant le début de ce projet de thèse. La 
dernière révision taxonomique date de Cuatrecasas (1961), avec des contributions utiles et 
plus récentes de Herrera et al. (2010, 2014). Nous avons construit une hypothèse 
phylogénétique incluant au moins un représentant par genre décrit et dont toutes les relations 
inter-génériques sont soutenues grâce à l’utilisation de données génomiques chloroplastiques. 
Cette hypothèse phylogénétique met en avant la nécessité de réviser la taxonomie de la 
famille puisque deux genres : Sacoglottis et Schistostemon, très difficiles à distinguer du point 
de vue de leur morphologie, semblent n’en former qu’un.  Il serait nécessaire d’inclure 
plusieurs espèces pour les genres Humiria, Vantanea et Humiriastrum de façon à vérifier leur 
monophylie. Cela a été compromis au cours de ce projet car un quart des espèces 
échantillonnées pour cette famille n’ont pas pu être correctement amplifiées, malgré 
l’utilisation d’amorces spécifiques.  
La famille serait apparue dans les Néotropiques il y a environ 73 Ma. La datation de la 
dispersion transatlantique de Sacoglottis gabonensis (Baill.) Urb. fournit un exemple de 
dispersion d’ouest en est directement à travers l’océan grâce à des courants marins ne 
semblant pas propices au transport de graines. Des endocarpes de Sacoglottis amazonica 
Benth., à d’autres fruits trouvés jusqu’au sud de l’Angleterre, ont été collectés en Jamaïque 
par Morris (1895), par contre Sacoglottis gabonensis n’a jamais été observé sur les côtes 
américaines (Cuatrecasas 1961). La dispersion des fruits de Sacoglottis  ne semble donc se 
produire qu’en sens unique.  
Le fait qu’une seule espèce soit présente en Afrique met en évidence une diversification plus 
intense au sein des Néotropiques. Le patron de diversification de la famille en zone 
néotropicale se caractérise par des taux d’extinction non nuls, preuves à nouveau d’un 
renouvellement des espèces. Cependant, les taux de diversification au sein de cette famille 
apparaissent en moyenne dix fois moins importants que ceux des Chrysobalanaceae pour les 
clades les moins diversifiés et quinze fois importants que ceux des Chrysobalanaceae 
néotropicales. Les Humiriaceae étant présentes dans les Néotropiques depuis plus longtemps 
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que les Chrysobalanaceae, des attributs propres aux espèces, ou leurs distributions initiales, 
pourraient expliquer cette différence de diversité.  
Les Humiriaceae sont centrées sur l’Amazonie mais une modification passée des habitats 
et des conditions climatiques locales a probablement joué un rôle dans la mise en place de la 
distribution actuelle de cette famille. Cette hypothèse est appuyée par la découverte de 
fossiles sur la côte péruvienne datant de l’Oligocène alors que la famille est aujourd’hui 
absente de cette région. Cette zone étant désormais aride, Herrera et al. (2014) ont supposé 
que cette région était par le passé couverte de forêts tropicales et que son aridification a 
poussé les Humiriraceae à migrer. Cela soulignerait l’intolérance de cette famille à la 
sécheresse et donc sa vulnérabilité face à de potentielles évolutions climatiques futures. Afin 
d’affiner cette hypothèse, il serait intéressant d’étudier l’histoire biogéographique de la 
famille à l’échelle des Néotropiques (comme cela a été développé pour le genre Couepia) 
ainsi que son écophysiologie. Cependant, les questions de biogéographie à cette échelle ne 
pourront être abordées qu’après avoir complété l’échantillonnage aujourd’hui trop faible en 
nombre d’espèces incluses.  
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4.Fossiles et phylogéographie
L’une des difficultés rencontrées dans l’inférence des patrons de distribution et de 
diversification est le manque de fossiles fiables, cela étant particulièrement le cas pour les 
Chrysobalanaceae. Seul le registre fossile peut apporter la preuve que les lignages étaient 
présents dans certaines régions dans lesquelles ils sont actuellement absents. Par exemple, 
l’inclusion dans le Chapitre 1 du fossile identifié comme Chrysobalanus icaco, trouvé en 
Amérique du Nord il y a 49 Ma,  nous a conduit à favoriser une hypothèse de migration à 
travers le pont de l’Atlantique Nord pour justifier l’arrivée des Chrysobalanaceae dans les 
Néotropiques. Cette hypothèse est moins soutenue en l’absence de ce fossile. Crisp et al. 
(2011) illustre également comment les extinctions, ou l’inclusion de fossiles mal choisis, 
peuvent mener à l’inférence de scénarios biogéographiques erronés (Figure 8).  
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Figure 8: Histoires biogéographiques de lignages hypothétiques. Les cercles vides indiquent les taxons actuels, 
les cercles pleins indiquent les taxons fossiles, les lignes noires indiquent les relations phylogénétiques et les 
barres colorées indiquent des hypothétiques lieux de présence au cours du temps. Etant donné que l’histoire 
biogéographique est « connue », on comprend intuitivement que : (a) l’âge du groupe couronne n’est pas égal à 
l’âge du lignage dans une région donnée ; (b) l’absence actuelle d’un lignage ne veut pas dire qu’il n’a jamais 
existé ; (c) la présence actuelle d’un lignage dans une région (rose) ne signifie pas que le lignage y a été présent 
en continu ; et (d) les taxons reliques ou fossiles vivants n’indiquent pas forcément une longue occupation d’une 
région, mais pourraient indiquer d’important taux d’extinction. L’inclusion d’un fossile daté (cercle noir) peut 
aboutir à une datation et une inférence des airs ancestrales correcte. Par opposition, l’inclusion d’un fossile 
différent (cercle rouge) pourrait mener à des datations et inférences incorrectes. Ainsi, l’incertitude concernant le 
placement des fossiles mène à des incertitudes concernant l’inférence biogéographique 
 (figure extraite de Crisp et al. 2011). 
Malgré un échantillonnage poussé de l’ensemble de la famille des Chrysobalanaceae, 
l’absence de plusieurs contraintes fossiles a eu pour conséquence de larges intervalles de 
confiance concernant la datation de l’hypothèse phylogénétique. C’est l’une des raisons qui 
nous fait nous intéresser aux Humiriaceae, mais les datations obtenues sont finalement tout 
aussi incertaines. Il est donc extrêmement difficile de lier les évènements de dispersion ou de 
diversification avec des évènements climatiques ou géologiques particuliers. Dans tous les 
cas, ce genre de lien est difficile à faire et il faut toujours interpréter les datations obtenues 
avec prudence. Sauquet et al. (2012) ont montré que différents choix de calibrations, variant 
dans le choix des fossiles et des calibrations secondaires utilisés, induisaient des variations 
concernant l’âge des nœuds, et des intervalles de confiance associés, pouvant aller jusqu’à 
100 Ma. 
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5. Conclusions générales
Ce projet de thèse a permis de démontrer l’utilité des génomes chloroplastiques complets 
pour  résoudre les relations phylogénétiques de deux familles de plantes à fleurs tropicales.
Pour l’une de ces familles, les Chrysobalanaceae, cela représentait un défi de taille puisque les 
caractères morphologiques n’étaient d’aucune d’aide et l’utilisation de marqueurs génétiques 
n‘avait apporté que très peu de réponses. Cela a été rendu possible grâce au séquençage 
aléatoire de l’ADN total qui a permis de générer des jeux de données génomiques uniques à 
l’échelle de familles d’arbres tropicales. Le travail de biologie moléculaire à réaliser pour le 
séquençage de génomes est bien moindre que lorsque l’on séquence en Sanger plusieurs 
marqueurs moléculaires pour un ensemble d’espèces. De plus, la méthode d’assemblage de 
génomes présentée ne nécessite aucune séquence de référence, ce qui la rend accessible pour 
n’importe quel groupe taxonomique. L’utilisation de cette approche est donc fortement 
conseillée. 
L’utilisation de génomes complets a permis une avancée des connaissances concernant 
l’histoire évolutive des Chrysobalanaceae et des Humiriaceae. En effet, les relations inter-
génériques de ces familles sont désormais connues, et des hypothèses biogéographiques ont 
ainsi pu être formulées. Il reste cependant beaucoup à apprendre concernant les processus à 
l’origine de la distribution et de la diversification de ces familles. Ce projet a permis de poser 
un cadre solide pour de futures études.   
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